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Tl faut admettre, avec la majorité des auteurs, que l’infection 
malarique aigué differe chez ’homme de la forme chronique 
(cachexie malarique), non seulement par les symptémes de la 
maladie, mais aussi par la forme des parasi(es sanguins. 

Dans la malaria typique, le microbe se présente sous l’as- 
‘pect d’un petit hématozoaire amiboide, non pigmenté au début, 
et contenant plus tard des corpuscules de mélanine. Ce microbe 
(corps sphérique, plasmodium, hematophyllum, hemameba, hema- 
tobium, etc., chez les divers auteurs) augmente de dimensions et 
donne ensuite, par voie de sporulation, de trés petites spores, 
qui, devenues libres, passent dans le plasma et pénétrent de nou- 
veau dans les corpuscules sanguins. Par contre, dans l’infection 
chronique, on constate d’autres formes, les psewdovermicule 
(corpsen croissant. Laverania), et le Polimitus flagellé. On observe 
parallélement une différence tranchée dans la marche des tem- 
pératures dans les deux formes de Vinfection malarique, et dans 

leurs rapports vis-a-vis de l’action de Ja quinine. . 
En ce qui concerne /es oiseaux, c’est la forme chronique seule 
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de Vinfection malarique qui a été comprise dans les recherches — 


que j’ai publiées jusqu’ici '. 
La température des animaux atteints de cetle forme de la — 
maladie ne différe presque point de celle des animaux comple-_ 
tement normaux. En général, & de rares exceptions pres (I. ¢., — 
pages 10, 24, 79), il était impossible de remarquer aucune diffé- 
rence tranchée entre les propriétés et J’aspect des oiseaux conte- 
nant des parasites sanguins, et des oiseaux qui n’en avaient pas; — 
et cela méme A Vaide d’observations prolongées pendant des — 
semaines et des mois. 
Je désignais ces oiseaux comme « sains » (normaux) parce — 
qu’ils ne présentaient point de symptomes d’affection générale. — 
Dans des circonstances défavorables, ces mémes oiseaux deve- 
naient par contre visiblement souffrants; c’était quand la ~ 
destruction des hémocytes avait dépassé certaines limites et — 
qu'une grande accumulation de mélanine s’était produite. Par- | 
fois, on observe une disparition temporaire des parasites san- — 
guins, apres quoi ils réapparaissent en quantité plus grande ~ 
encore. On constate des cas analogues chez homme: un indi- © 
vidu, en apparence complétement guéri de l’impaludisme, peut 
avoir une rechute aprés avoir quitté la localilté paludique, c’est- | 
a-dire sans aucune réinfection du dehors. Cela fait admettre que — 
Yorganisme n’était point encore exempt de microbes pathogénes, 
mais que ceux-ci y étaient a ]’état latent; dans des circonstances 


données, ils se développent et produisent une rechute (auto-in- | 
fection). Il n’est pas inutile de rappeler & cette occasion que | 


lon a observé chez l’oiseau comme chez |’homme (Councilman) 
des cas out le sang périphérique ne contenait pas de microbes, 
tandis que celui de la rate ou de la moelle des os en contenait. | 
Dans la malaria chronique des oiseaux, on retrouve les 
mémes formes flagellées (Polimitus malariz avium) et vermi- 


formes (Pseudo vermiculi; syn. Laverania avium) que dans le sang — 


de l’homme en cas analogue. Les deux formes se développent — 
dans les pseudo-vacuoles des hémocytes, c’est-a-dire comme 
des hémocytozoaires. 


Vu les analogies indiquées, ainsi que la communauté mor- _ 


phologique et biologique des caracttres des hématozoaires de 


1. Parasitologie comparée du sang, 1, 1889, Kharkoff. 
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VPhomme et de l’oiseau, je me suis cru autorisé a classer les 
“parasites des oiseaux parmiles microbes malariques pathogenes. 

Malgré la similitude frappante des hémocytozoaires (Poli- 
mitus, Pseudospirilla), du mélanosis, de la melanemia des 
organes chez V’homme et Voiseau, beaucoup de savants ont 


_exprimé des doutes sur l’exactilude de mes conclusions, et cru 


qu'il ne pouvait élre question que d’une ressemblance exté- 


-rieure des parasites sanguins des oiseaux avec les vrais micro- 


bes malariques de Vhomme. 
Aujourd’hui je puis apporter & l'appui de mes conclusions 


: précédentes un fait constaté par moi dans le courant de cette 


année avec une grande précision : ainsi que homme, les 
oiseaux sont sujets a wne infection malarique aigué, pendant 


- laquelle apparaissent dans leur sang des microbes intracel- 
lulaires (hematozoa malarie acute), tout a fail analogues a 


ceux del’homme dans la fievretierce et quarte. La température de 


\ 


~LPoiseau s’éléve modérément (de 1°,0 a 1°,5 et plus); il perd 


Pappélit, devient apathique; son plumage se flétrit : on observe 
méme des phénoménes de convulsions; le poids du corps dimi- 


nue. L’oiseau est indubitablement malade, et les symptOmes 


saggravent parallélement a la multiplication du microbe. 
Tout le cycle de la maladie se termine 4 peu prés en 4-6 jours, 
apres quoi survient la guérison, c’est-a-dire la disparilion des 
microbes du sang; l’élat général redevient normal. ; 
Plusieurs oiseaux succombérent pourtant pendant la période 


de multiplication la plus intense des hémocytozoaires par voie 


de sporulation. 

Au début de Ja maladie, le microbe apparait dans l’hémocyte 
sous l’aspect d’une pseudovacuole trés petite (2 & 3 y) & contours 
irréguliers el anguleux, ou arrondis, el sans corpuscules de 
mélanine, Je n’ai jamais vu dans aucun cas de mouvements 
amiboides; ce n’est que rarement que l’on apercoit des chan- 
gements insignifiants dans les contours du microbe, et cela seu- 
lement si on l’observe pendant 10-20 minutes de suite; je 


regarde aussi comme impossible de le comparer sous ce rapport 


aux hémocytozoaires si mobiles de ’homme '. 


J. IL est trés probable que c’est a la densité plus grande de Phémocyte de Poiseau, 
et ala présence d’un noyau qu’est du l’aflaiblissement des mouvements amiboides 
du cytozoaire des oiseaux; chez homme, les conditions sont inverses, c'est pour- 
quoi je crois quil ne faut pas attribuer a cette distinction une valeur zoologique. 
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Le sang de l’oiseau malade, examiné le lendemain, présente 
déjaun autre aspect; les microbes endoglobulaires ont une di- — 
mension bien plus grande, et contiennent des corpuscules de ~ 
mélanine. La croissance du parasite s’opére, évidemment, aux 
dépens de la substance de l’hémocyte, en provoquant en méme — 
temps une transformation de l’hémoglobine en mélanine comme — 
produit de métamorphose régressive. Le troisitme ou le qua- 
triéme jour, les corpuscules de mélanine se rassemblent en une 
agelomération centrale et la sporulation commence en méme — 
temps : ’hématozoaire agrandi et arrondi se couvre de sillons — 
radiaux gui, en s’approfondissant, le divisent en plusieurs spores. 

Ce stade al’aspect d’une marguerite ou rosette; sa dimen- — 
sion est d’un tiers ou de la moitié de ’hémocyte. Le nombre des — 
spores est de 8410, mais souvent de 20 et plus, et alors lagglo-— 
mération parasitaire a l’aspect d’un fruit de murier. a 

Si les spores sont peu nombreuses, elles se disposent sur un — 
seu] plan, correspondant a celui de l’hémocyte (szz venta verbo); : 
si, au contraire, elles sont nombreuses, l’hémocyte lui-méme ~ 
acquiert une forme ellipsoide ou sphérique. Les spores ne res- — 
tent pas longtemps unies: elles se différencient bientdt, se sé pa q 
rent et s'introduisent individuellement dans le plasma. 

On observe a l’intérieur de chacune des spores, lorsqu’elles — 
ne sont méme pas encore séparées les unes des autres, la pré- 
sence d’un grand corpuscule, vraisemblablement le noyau. Ces 
spores se colorent facilement avec le bleu de méthyléne ou la 
safranine (en rose). Ainsile développement de cet hématozoaire, 
aussi bien que son mode de reproduction et que l’aspect de ses — 
spores, ne présentent pas de différences tranchées avec ceux de — 
’hématozoaire du sang de "homme atteint de paludisme. Cette 
similitude est aussi profonde et remarquable que pour les hémo- | 
microbes de la cachexie malarique chez l’homme et l’oiseau. é 

Quant a la forme des spores libres, elles ontl’aspect de cor- ; 
puscules ovales trés petits, a contours nets et épais, surtout aux 
poles du corpuscule. La partie centrale est plus claire et trans-_ 
parente. Ces spores ont ainsi une grande ressemblance avec 
celles de certaines sporidia (Sarco et surtout Microsporidia). 

Si, avant la maladie, le sang était complétement exempt — 
d’hémocytozoaires, on ne retrouve dans cette période ni Lave-— 
rama, ni Polimitus. 
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Le développement de ces formes aux dépens des pseudo- 
vacuoles demande plus de temps chez certains oiseaux, pas 

moins de 6 a 7 jours. 

C’est ainsi qu’aprés une telle période, & partir de l’apparition 
des pseudo-vacuoles, c’est-a-dire de I’hématozoaire a sa phase 
-embryonnaire, on peut trouver, dans le sang de !’oiseau malade, 
en méme temps des pseudo-vacuoles, des phases de sporulation 

du cytozoaire, le Polimitus et le Laverania. 

Ces deux dernitres formes se développent aux dépens des 

pseudo-vacuoles les plus grandes, 4 Vintérieur desquelles on 
voit nettement un noyau clair, globuleux, a contours tres déli- 
cats ; il devient sphérique avant la transformation de la pseudo- 
vacuole en forme flageJlée ou en croissant. 
_ Chez deux oiseaux (un freux et une pie), Ja maladie se ter- 
mina apres une période de 5 jours; le nombre des hémocy- 
tozoaires diminua rapidement, et 6 a 7 jours apres le début de 
Ja maladie, le sang en était complétement dépourvu. Mais dans 
d’autres cas les microbes, notamment le Laverania et le Poli- 
mitus, y séjournent beaucoup plus longtemps (10-20 jours); on 
peut observer chaque jour la transformation de ces formes 
provenant des hémocytozoaires sphériques. Mais ensuite ces 
pseudo-vacuoles disparaissent aussi peu a peu du sang, et il sur- 
vient une période «d’amicrobisme » qui dure diversement, de 
6 a 10 jours quelquefois, apres quoi les petites pseudo-vacuoles 
réapparaissent. Ces dernieres s‘agrandissent vite, se transfor- 
ment en grands hémocytozoaires munis de granulations minus- 
cules et de grands noyaux; c’est le 5° jour a peu prés qu’ils se 
transforment en Polimitus flagellés et mobiles. 

Quoique je ne sois pas encore en état de préciser le terme du 
cycle du développement et la période « d’amicrobisme », néan- 
moins les données ci-dessus suffisent a mettre hors de doute la 
périodicité de ces phénoménes. L’état général de l’animal et les 
oscillations de sa température sont en corrélation complete 
avec l’état de son hémomicrobisme. A l’heure qu'il est, on fait 
dans mon laboratoire des expériences systémaliques, afin d’é- 
claircir ce coté pathologique de la question, ainsi que celui de 
Vinfection artificielle des animaux par la malaria. J’espere pou- 
voir bientét communiquer les résultats obtenus. 

Ces nouveaux faits confirment indubitablement l’opinion que 


oe BL oe a! 
Bide 
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javais émise, a savoir : que les hématozoaires des oiseaux sont des 
microbes malariques pathogenes, semblables a ceux de Vhomme. 
Je me crois autorisé a affirmer que tous ces parasites sont com- 
plétement identiques sous tous les rapports, pathogenes comme 
zoologiques. Pour élucider complétement cette question, il est 
entre autres indispensable de faire des expériences d’infection 
artificielle de l'homme avec les hémomicrobes de loiseau et 
inversement. Je n’ai pas encore eu la possibilité de faire de 
pareilles expériences. Mais je crois que la proche parenté de 
ces microbes, cest-a-dire leur communauté de genre doit étre 
hors de doute pour tout biologiste. Sous ce point de vue, je tiens — 
& mon opinion antérieure sur la similitude des hémocytozoaires 
malariques de l’oiseau et de l’homme. 

Pour se faire une idée juste des relations de parenté entre 
différents hématozoaires, ainsi que de leurs caracteres morpho- 
logiques et biologiques, il est indispensable, comme je l’ai du 
reste constamment indiqué, d’envisager le sang (y compris ses 
globules et ses organes hématopoétiques) non comme un milieu 
indifférent et passif comme est l’eau par exemple, mais comme 
ayant chez chaque sujet, homme ou animal, des propriétés 
physiologiques, physiques et chimiques différentes. Le sang 
doit alors pouvoir modifier les caractéres biologiques et patho- 
genes des parasites sanguins, en modifiant leur nutrition, leur 
développement, reproduction, sporulation, les mouvements 
amiboides, la vitesse et le sens de leurs métamorphoses, etc.'. 

On peut ainsi expliquer, par exemple, l’absence (?) du stade 
mobile du Laverania (c’est-a-dire de Vhémogrégarine) chez 
homme, et de la phase de Hamameba chez Voiseau, etc. 

Les Hémoprotozoaires, possédant a un haut degré des carac- 
teres bioplastiques, s’adaptent évidemment aux différentes con- 
ditions physiques et chimiquesde leur vie, ce qui se traduit par 
des modifications de leurs caracléres morphologiques et biolo- 
giques. Ce sont les parasites intracellulaires comme les Mycéto- 
zoaires et Sporozoaires, qui présentent sous ce rapport les formes : 
d’observation les plus intéressantes. I] est vraisemblable a ce point 

4. Pour mieux se représenter ceci, on n’a qu’a se rappeler le fait de l’action modi- 


fiante de la nutrition sur la reproduction et les transformations de certaines Mona- 
dines, Rhizopodes, Flagellés, Infusoires, etc. 


Ces proces peuvent étre tantot accélérés, tantot arrétés, tantot complétement 
modifiés, par la quantité et méme la qualité de la nourriture. 
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de vue queles hémomicrobes malariques appartiennentaux formes 
inférieures des Sporozoaires. Du reste, cette question spéciale 
de classification des parasites malariques sanguins, de leur 
place dans le systéme zoologique, présente beaucoup de diffi- 
cullés, et sa solution doit élre abandonnée a des spécialistes 
compéterits dans celte branche d’histoire naturelle. 

En ce qui concerne laquestion de l’individualité zoologique 
du microbe malarique, notamment de savoir si nous ayons 
affaire, dans les infections malariques, 4 un méme parasite qui 
se présente seulement dans des stades différents de son déve- 
loppement et de ses transformations, ou a plusieurs’ formes 
zoologiques indépendantes, la solution définitive dépend, évi- 
demment, de celle de la premiére question, et est ainsi encore 
prématurée. Je crois pourtant devoir rappeler & ce sujet qu’il 
y a dans ma Parasitologie comparée du sang un fait de simi- 
litude zoologique relative (d’espece ou de genre du moins) 
entre deux hématozoaires. évidemment complelement diffé- 
rents : mes observations (J. c., page 72) ont démontré que 
le Herpetomonas Lewizt (syn. flagellated organism of the blood 
des rats et des hamsters, daprés Lewiz, Wiltich), monade 
douée d'une vie et d'une reproduction indépendante, n'est 
qu’un jeune stade de la forme flagellée connue sous le nom de 
Trypanosoma sanguinis, qui complete son développement dans 
le sang d’autres animaux (poissons, grenouilles, oiseaux) ; c'est 
pourquoi j’ai proposé de donner a ce jeune stade un autre nom: 
Trypanomonas. On rencontre des fails analogues chez d’autres 
protozoaires. Cela nous apprend a étre trés réservé dans la déli- 
mitation des divers microbes malariques, comme formes zoolo- 
giques indépendantes. 

Il serait par suite prématuré de nier la probabilité de l’hypo- 
thése unitaire des infections malariques, d’aprés laquelle toutes 
les formes d’hématozoaires malariques seraient liées entre 
elles par une parenté génétique *. 


4, M. Laveran aexprimé Ja méme opinion: « I'hématozoaire du paludisme est 
polymorphe, mais unique ». (Comptes rendus de la Soc. de Biologie, 1890, n° 23, 
p. 378.) 


NECIIRRCHES SUR LES ORGANISWES DE LA NITRUPICATION 


(3° MEMOIRE.) 


Par M. S. WINOGRADSKY*. 


J’ai fait connaitre dans deux mémoires antérieurs un orga- 
nisme nitrifiant, et j’ai \aché d’esquisser ensemble de ses traits 
les plus essentiels. Sa faculté d’assimiler le carbone des carbo- 
nates et de préparer de la substance organique par une synthése 
complete était surtout inattendue. 

Ce mémoire contribuera a confirmer ce fait nouveau, en 
apportant des chiffres de dosages de carbone assimilé, relati- 
vement plus importants que ceux que j’avais & ma disposition, 
lors de la publication de mon second mémoire. 

Apres avoir découvert le microbe en question, j’ai tenu a 
démontrer en premier lieu que son pouvoir nitrifiant était aussi 
intense qu’on pouvait l’exiger de l’agent nitrificateur du sol; les 
quelques chiffres de dosage d’azote nitrifié que je mentionnais 
navaient que ce but. Je laissais a dessein de cété la question de 
savoir si l’azote ammoniacal élait transformé en acide nitreux 
ou en acide nitrique, et c’est pour cela que je me contentais, au 
début, d'un seul dosage, celui de la totalité de l’azote oxydé; 
je le faisais par le protochlorure de fer; souvent j’en calculais le 
résultat comme ac’ ‘e nitrique ou nitrate. 

Le fait cependaat, tres régulier et constant, dela présence de 
lacide nitreux dans les liquides en voie de nitrification ne m’avait 
pas échappé, mais je tendais, au début de mes études, a le 
considérer, avec MM. Schleesing et Miintz, comme peu essentiel, 
comme anormal, l’acide nitrique étant, d’aprés ces auteurs, le 


4. Travail fait a Institut hygiénique de l'Université et au laboratoire de 
chimie agricole de !'Kcole polytechnique de Zurich. 


a 3 on 
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seul produit normal de la nitrification. Je m’attendais done a 
voir disparaitre ce produit d’oxydation incomplete de mes cul- 
tures, en en perfectionnant le procédé. Il n’en fut rien, et je 
dus bient6t abandonner cette maniére de voir. 

En ce moment je ne suis pas encore en mesure d’en adop- 
ter définitivement aucune autre, et je me contenterai de rappor- 
ter une suite d’analyses, qui montreront dans quelles proportions 
relatives J’azote nitreux et V’azote nitrique sont représentés 
dans le produit de action du ferment nitrique de Zurich. 


Les expériences dont nous nous occuperons ont éié entre- 
prises principalement dans le but de faire ressortir d’une 
manieére plus frappantel’accumulation du carbone organique dans 
les cultures du microbe. 

Pour ce but, il était évidemment nécessaire de prolonger 
autant que possible la durée d’une culture, issue d’une quantité 
minima de semence, en la tenant dans les conditions les plus 
_ propices a la nitrification, et d’en déterminer finalement le gain | 
-encarbone combustible. J’y ai joint des dosages répétés de 
_ Vazote nitreux et nitrique, de maniére a avoir pour chaque 
culture, ala fin de l’expérience, qui a duré plusieurs mois, un 
compte complet de tous les produits de l’action du ferment : 
carbone organique, nitrites et nitrates. 

Avant d’exposer ces résultats, quelques remarques sur le 
procédé de culture et sur les méthodes d@analyse dont je me 
suis servi, sont indispensables. 
On ne pouyait juger de l’abondance du développement de 
Vorganisme que d’aprés son action oxydante : & une quantilé 
plus considérable d’ammoniaque  nitrifiée correspondrait 
probablement une production plus riche de substance orga- 
nigue. Je me suis donc proposé d’aitendre l’oxydation d’au 
moins 3 grammes de sulfate d’ammoniaque avant de procéder 
-au dosage du carbone. Comme tout excés de sel ammoniacal 
est tres nuisible au microbe', on ne pouvait évidemment 


4, Voir mon second mémoire : ces Annales, n° 5. 
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songer a offrir toute cette quantité d’un coup, mais par pelites 
portions, 4 mesure de V’oxydation. Il me paraissait de méme 
peu favorable, pour plusieurs raisons, de laisser vivre les orga- 
nismes tout le temps dans une seule et méme portion du 
liquide, dont la teneur en nitrites ou nitrates aurait alteint 
finalement 2 ou 3 °/o. 

Il fallait done de temps en temps renouveler le milieu, sans 
rien perdre des organismes aclifs. Ceci ne présente pas de 
difficultés : on filtre, comme je l’ai indiqué dans une autre 
occasion, le contenu. d’une culture & travers un petit tampon 
d’amiante calcinée, on lave par un peu d’eau stérilisée; puis le 
tampon avec le dépdt est saisi par une pincette et jeté dans te 
liquide frais; on y fait couler ensuite l’eau delavage de l'enton- 
noir, pincette, etc., qu’on essuie encore au besoin par un 
flocon d’amiante calcinée, jeté aussi dans le méme vase. Ce 
renouvellement du liquide se faisait chaque 40-50 jours, rare- 
rement a des intervalles plus longs. 

Les liquides ayant servi d’habitat au microbe, et ne conte- 


nant plus trace d’ammoniaque, étaient soumis a l’analyse le — 


plus tot possible apres l’extraclion des organismes. On y dosait 
Pazote nitreux et nitrique, et on en conservait la moilié, aprés 
Vavoir stérilisée, pour le dosage du carbone organique en 
dissolution, 

Je tenais 4 connaitre la production de nitrites et de nitrates 
pour chaque période de nitrification séparément et non pas seule- 
ment le total de cette production pour chaque culture; c’est que 
je changeais de période en période lesconditions de culture (aéra- 
tion, température, exces ou manque de base carbonatée), et je 
constatais au bout de chaque période si ces influences se tradui- 
saienl par une production plus riche de nitrate ou de nitrite. 
Chaque période peut done étre considérée, par rapport A cette 
question, comme une expérience a part. 

Pour terminer, on filtrait une culture une derniére fois, et on 
en introduisait le dépdt directement dans le ballon de l'appareil 
de combustion par l’acide chromique! pour doser le carbone, 
faisant partie des corps des microbes. Pour le dosage du carbone 
organique en dissolution, on réunissait la moitié de toutes les 


1. Voir ces Annales, 1890, p. 270. 
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portions conservées, on éyaporait jusqu’a petit volume et on 
procédait au dosage comme d’ordinaire. 


Comme liquide de culture on se servait d’une solution ainsi 
composée : 


Phosphate de potasse Atak ; 
PM IACOR LE PACES OWE ck SSS ee eo. 0s",5. 
Baume lacde Zurich. 2. . 2 a Sige p aihon AODeY 


Tous les jours ou tous les deux jours on ajoutait, au moyen 
d'une pipette slérilisée, quelques centimetres cubes d’une solution 
de sulfate d’ammoniaque a 2 °/,. 

Enfin du carbonate basique de magnésie était donné aux 
cultures, en quantité de 08,5 & 1 gramme, & mesure qu’on le 
voyait se dissoudre. 

La teneur de toutes ces substances en carbone combustible 
était déterminée par trois dosages (par la méme méthode) que 
voici : 

4. Solution de phosphate, etc., dans l’eau naturelle : 500ce ont donné 
5 mgr. de CO?. 

2 Sulfate d’ammoniaque : 5 grammes de sel n’ont donné aucune trace 


de CO?. 
3. Carbonate de magnésie : 3 grammes ont donné 7™gr, 8 de CO?. 


On tenait un compte exact de tous les matériaux employés 
pour chaque culture, en vue de connaitre le total de carbone 
combustible introduit avec eux, et de le soustraire du chiffre de 
Vanalyse. 

Il ne serait pas inutile peut-étre d’aller tout de suite au 
devant d’une critique, que pourraient susciter les procédés 
de culture mentionnés : c’est qu’en enlevant des dizaines de 
fois les bouchons de coton, soit pour introduire la solution 
ammoniacale, soit le carbonate, en filtrant, transvasant, etc- 
les cultures, il y avait trop d’occasions pour les germes de lair 
de s’introduire dans les cultures et les rendre impures. J’ayoue 
qu’elles n’étaient pas 4 l'abri des impuretés pendant, ces opéra- 
tions; j’ajouterai méme que j’ai cru inutile de prendre quelques 
précautions extraordinaires, et cela parce que je suis conyaincu 
que les germes de /’air (j'entends Jes microbes banaux) ne peu- 
vent pas se développer dans un liquide si peu approprié a leurs 
besoins, de maniére & influencer d'une facon ou d'autre le résultat de 
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V'analyse. Mon expérience me permet maintenant d’en nier la 
probabilité. Je regrette méme de ne pas avoir banni de ces 
expériences mon vase ordinaire de culture’ avec son bouchon 
traditionnel decoton, et de ne pas avoir employé exclusivement 
des grandes cuvettes munies de bons couvercles. C'est ce que 
je recommande a ceux qui voudraient répéter ces expériences. 
On pourra, rien ‘que par cela, gagner beaucoup de temps en 
augmentant considérablement la rapidité de la nitrification. 
Nous verrons pourquoi. 

Quant aux méthodes de dosage des oxydes d’azote*, je me 
tenais au procédé suivant : je dosais l’azote nitrifié total par le 
protochlorure de fer, ensuite l’azote nitreux seul par le perman- 
ganate de potasse; l’azote nitrique n’était pas directement dosé, 
mais trouvé par différence. i 

On pourrait avoir quelques doutes sur la streté de l'emploi 
du permanganate dans ce cas, car ces liquides n’étaient pas 
complétement exempts de matitre’ organique. Mais ils n’en 
contenaient que tres peu, et puis ces matiéres étaient évidemment 
de nature a ne pas étre oxydées par la liqueur permanganique a 
froid. On pouvait le conclure de ce fait, qu’en modifiant diverse- 
ment le mode de titrage de manitre a prolonger Vaction du 
permanganate ou a la rendre aussicourte que possible, Je résul- 
tat restait absolument le méme. 

Le mode de titrage le plus commode avec des solutions si 
riches en nitrite consistait & ajouter a 100° d’eau distillée et 
fortement acidulée quelques centimetres cubes de permanganate 
et de titrer lentement, goutte & goutte, par le liquide a analyser 
jusqu’a décoloration; puis de nouveau tres lentement, en agi- 
tant beaucoup, par le permanganate jusqu’a coloration rose 
assez durable. Les dosages exécutés de cette maniere concor- 
daient a ne laisser rien désirer. 

Les tableaux qui suivent présentent en milligrammes les 
résultats de mes dosages. 

Les quatre cultures qu’on a choisies pour ces expériences, 
n* 11, 12, 26, 30 n’étaient pas récentes, mais dgées de plusieurs 
mois; elles avaient été mises en train par une quantité de 


Ate Des matras coniques hauts de 12°,8, a fond plat d’un diamétre de 12cm, 
2. Voir pour le dosage de carbone par voie humide mon deuxieme Mémoire. 
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semence infinitésimale, et tenues en réserve en vue d’expériences 
ultérieures!. 

Les 14 mars, 30 avril, 25 mars, 24 mars respectivement, on 
en a extrait les organismes pour les soumetire a la culture 
intense; les autres dates sont les jours de renouvellement du 
liquide. fly a donc autant de périodes de nitrification pour des 
végétations de plus en plus riches, qu’il y a de dates. 

Quant au second tableau, il n’y a qu’a expliquer que la 
colonne marquée « a soustraire », contient Jes quantités d’acide 
carbonigue correspondantes au carbone combustible introduit 
avec le liquide de culture, le sel ammoniacal et le carbonate 
de magnésie. 


DOSAGES DE L'AZOTE NITREUX ET NITRIQUE 


NITRITE NITRATE 
; DE DE 
DIDRED Say SUE RIOU SE A GNMSIE MAGNESIF 


AZOTE AZOTE 
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s ou quatre semaines si, en commengant des expériences comme 


4. On gagne troi | ‘ 
Bae des yégétations déja assez riches au lieu d’ensemencer par une 


celles-ci, on prend 
trace de ferment. re . 
2. L’analyse a donné ici pour l’azote total 270.9 ce qui est évidemment inexact. 
Je trouve dans mes notes que j’ai oublié de m/’assurer avant l’analyse de la 
Une petite quantité de sel ammoniacal a 


i ition compléte de l’ammoniaque. 
A ableimeut ras une perte pendant l’ébullition précédant le dosage par le proto- 
pb igsze: En mettant l’azote total égal 4 l’azote nitreux la faute en sera pas grande. 


Se ee ed 
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DOSAGE DU CARBONE ORGANIQUE 


en eee 
ACIDE CARBONIQUE EN MILLIGRAMMES 


CARBONE 


eee ORGANIQUE 


DEPOT LIQUIDE > TOTAL A SOUSTRAIRE RESTE GAN EL 
Ne 41 59.5 26 .0 85.5 ASA 72.4 19.7 
Ne 42 49.6 16.0 65.6 9.8 55.8 15,.2 
No 26 87.0 26.0 413.0 16.0 97.0 96.4 
Ne 30 70.8 Diva, 92.0 10.0 82.0 Mahe i 


Les chiffres de ces tableaux nous enseignent : 

4° Que la majeure partie, on pourrait méme dire la presque 
totalité, de l’azote ammoniacal a été convertie en azote nitreux. 
Les quatorze périodes de nitrification des quatre cultures se 
ressemblent sous ce rapport, le taux des nitrates formés étant 
pourtant quelque peu dilférent. Evalué en centiemes de lazote 
total, l’azote nitrique est représenté dans les quatre cultures, 
par les chiffres suivants : 


Neo 14 N° 42 Ne 26 Ne 30 


AD 1.5 5.2 2.4 


Il n’y a que le n° 26 qui différe sensiblement, dépassant de 
3.6 °/, la moyenne des trois autres cultures, qui est de 1.6 °/o. 
Quelle est la cause de cette différence ? Je l’ignore. Cette culture 
a montré pendant toute la durée de expérience une énergie de 
nitrification supérieure aux autres de beaucoup. Ce n’est pour- 
tant pas a cette circonstance qu’il faut attribuer la formation un 
peu plus abondante de nitrates, ainsi que nous le verrons plus 
loin. 

2° La comparaison des chiffres d’azote oxydé et de carbone 
assimilé nous conduit & une curieuse conclusion. 

Je les réunis dans le petit tableau suivant : 


N° 41 N° 42 Ne 26 Ne 30 

Azote oxydé. . . . 722.0 506.1 998.3 815.4 
Carbone assimilé. 49.7 ss) 96.4 29.4 
Rapport... 36.6 33.3 30.2 36.4 


On y voit que les maxima et les minima d’assimilation 
coincident parfaitement avec les maxima et les minima doxyda- 
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tion. Ce résultat était & prévoir: Voxydation de l'ammoniaque 
étant la seule ‘source d’énergie dont dispose le microbe (du 
moins dans ces conditions d’existence), le travail de synthese 
doit nécessairement dépeudre de ce phénomene. L’assimilation 
ne s’opere qu’autant que marche !’oxydation. Mais ily a plus. Il 
parait qu'il existe entre ces deux fonctions un rapport constant. 
La concordance des chiffres que j'ai trouvés pour ce rapport, 
n’étant pas parfaite, est néanmoins assez grande pour qu’on ait 
le droit d’y voir plus qu’un simple accident. 

On est d’autant plus autorisé a le croire qu’il est impossible 

d’expliquer. cette concordance par un parallélisme, par une 
uniformité complete des quatre expérienccs. C’est le contraire 
qui est le cas ici. Elles ont été menées tout a fait indépendam- 
ment ]’une de l’autre : leur durée totale est trés différente; le 
produit de la nitrification y varie presque du simple au double; 
la marche de la nitrification a été tres inégale, tant dans les cul- 
tures différentes, que dans les périodes successives d’une méme 
culture; quelques influences nuisibles n’ont pas manqué, par 
exemple, des arréts de nitrification plus ou moins longs, causés 
par manque de surveillance (surtout chez n° 11), ete. 
En un mot Vhistoire de toutes ces cultures esttoute différente 
et si, malgré cela, le rapport dont nous parlons s’est maintenu 
constant, il faut y voir l’expression d’un trait physiologique, 
théoriquement trés intéressant, de notre ferment. 

3° La lenteur extraordinaire de la croissance du ferment 
nitrique est facile 4 comprendre, en considérant la dispropor- 
tion entre son action oxydante et l’action assimilatrice. 

En prenant la moyenne de quatre expériences, nous voyons 
que l’assimilation d’un milligramme de carbone ne se fait qu’a 
mesure de l’oxydation de 35.4™" d’azote, ce qui équivaut a 
96™s d’acide nitreux *. 


4. M. Elfvinga récemment (Studien tiber die Einwirkung des Lichtes auf Pilze) émis 
des doutes sur la réalité du fait de J’assimilation de l’acide carbonique par notre fer- 
ment. Idit avoir observé un fait analogue, le déve'oppement et méme la formation de 
quantités considérables de matiére organique par une mucédinée dans un milieu 
qui en était privé; mais que le phénomene s'expliquait dans ce cas par absorption 
de traces de composés organiques volatils de l'air ambiant. Sans plus de raisons, 
M. Elfving applique cette observation au fait que j'ai decrit, quoiqu’il démontre 
tout de suite lui-méme, par son seul dosage de carbone amassé par sa mucédinée, 
combien est minime le résultat du travail d’une plante ne pouvant utiliser que 
cette source de carbone. Avec sept cultures ayant duré & mois, il n’est parvenu 
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II. 


La formation de nitrites pendant la nitrification a été déja, il 
y a longtemps, observée, notamment par MM. Schlesing et 
Miintz, R. Warington et autres. M. R. Warington, dans une 
note parue vers la fin de mars *, et dont je n’ai eu malheureu- 
sement connaissance que fort tard, a insisté particulitrement sur 
le fait du caractére purement nitreux de la nitrification dans des 
solutions aqueuses et a avancé quelques hypotheses sur ce sujet. 

Enfin, M. Percy Frankland et M™ Frankland, qui ont réussi 
indépendamment de moi a isoler un organisme nitrifiant, font 
remarquer dans un Mémoire détaillé, tout récemment paru?, 
que le seul produit de la nitrification dans leurs expériences 
était de l’acide nitreux. 

Reste donc a expliquer pourquoi la nitrification dans le sol 
est presque toujours nitrique, tandis qu’en culture pure du fer- 
ment en solutions aqueuses, elle est au moins trés souvent 
nitreuse. J’attendrai le résultat de mes expériences entrain pour 
discuter cette question. Cette fois, sij’y reviens, ce n’est que pour 
en finiravec les observations que m’ont suggéré les expériences — 
dont nous nous sommes occupé dans ce mémoire. 

Aussit6t que “je me suis assuré de ]’abondance des nitrites 
dans mes cultures, j’en cherchai l’explication dans l’opinion de | 
MM. Schleesing et Miintz sur ce sujet. L’acide azoteux ne se for- 
merait, d’aprés ces auteurs, qu’en certaines circonstances qui 
entravent le travail du ferment nitrique, comme manque d’air, 
température trop basse, milieu trop alcalin. Ce n’est qu’une 
aération insuffisante de mon liquide que je pouyais rendre respon- 
sable du fait, les autres conditions étant strement bien en régle. 
J’avais en effet quelques indices que l’aération de mes liquides, 
étalés en couches d'un demi & un centimetre de profondeur, 
dans des matras bouchés par du coton, pourrait bien devenir 
insuffisante aprés une multiplication considérable du ferment. 
Je voyais, par exemple, aprés avoir ensemencé une culture par 


qu’a égaler le gain en carbone organique d’une seule culture de la nitromonade 
d’une durée beaucoup plus courte. 

Jespere que M. Elfving sera persuadé par les nouvelles preuves du présent 
mémoire et qu’il n’insistera pas sur sa critique un peu trop hative. C’est pour cela 
quil me parait inutile de m’en occuper ici lds longuement. 

4. Chem. News, vol. LXI, n° 1382. 

2. Phil. Transactions, vol. 184 (1890). 
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une trace de ferment, la nitrification devenir régulitrement de 
_ plus en plus rapide & mesure du développement du microbe; 
mais apres vingt jours environ d’une nitrification bien soutenue, 
cette marche ascendante s’arrétait, le phénomene devenait sta- 
tionnaire. On avait beau prolonger la culture, veiller soigneuse- 
ment aux doses d’ammoniaque et & toutes les autres conditions, 
Yoxydation ne dépassait plus une certaine quantité, générale- 
~ ment de 40-50™*" de sulfate d’ammoniaque en 24 heures. C’était 
évidemment anormal et faisait soupconner que les cellules du 
ferment, trop serrées, trop nombreuses dans le liquide, arrivent 
ase géner mutuellement dans leur fonction en se disputant 
Poxygéne de l’air, dont la vitesse de diffusion n’égale plus la 
consommation. 

Pour s’assurer si cette supposition était juste, il n’y avait 
qu’a étaler ces riches cultures sur une surface beaucoup plus 
grande. C’est ce que je fis. Je transvasai. deux cultures, les 
n° 41 et 26, dans de grands cristallisoirs cylindriques, munis 
de couvercles bien débordants, mais laissant passer lair libre- 
ment. Le liquide couvrait maintenant une surface de plus de 
quatre fois plus grande qu’auparavant et n’avait qu'une épais- 
seur d’un millimétre a peine. 

J’extrais de mes notes leur journal de nitrification pour une 
période précédant et suivant le transvasement (n° 26), ou le 
suivant seulement (n° 11). Les chiffres se rapportent au sulfate 
d’ammoniaque en milligrammes, +-++ veut dire réaction de 
Nessler considérable ; +, trace de réaction; 0, réaction nulle. 


N° 26 No 11 


Juillet 8 0 490 Transvasement. 
Sek Poo ai ea Juillet 58 40 
eee ee 100) La ARAG 0 40 
genie bet ae Din 0s 400 
a ats 0. 420 re eee 120 
—— a8 0 4140 ratiare 7 0 120 
Transvasement, ae A8 + 120 
Juillet 49 ++ 60 eo + 200 
Sil 0 120 — 21 + 
22) Piers 120 — 22 0 400 
ays eee 120 ao On 2202 
ee 0 120 —. 25° - 40 
ea) 0 4140 —=— 26 Qe 200 
—e OS 250 =e 0 
eS 0 


49 
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La culture n° 26a done nitrifié pendant dix jours (juillet8-18) 
avant le changement de vase et pendant le méme intervalle 
apres, en somme : 


Ayent Aprés 
Sulfate d’ammoniaque......... 420 4070™srs 
SOUS GVANIE, cs chs cel a ic.o a o-o.6 O18 90 227 
Azole: <DaP ei OUL Lens coh cvehsceure poe oer i) 22.71 


Pour le n° 11 je ne puis rendre la différence aussi frappante, 
car immédiatement avant le changement de vase, cette culture 
était malade et ne nitrifiait pas du tout. Je puis assurer que 
jamais avant, depuis le 11 mars jusqu’au 10 juillet, Poxyda- 
tion des journées les plus actives n’avait dépassé 8.5™8s 
d’azote. Maintenant elle a nitrifié pendant 18 jours, du 10 au 
28 juillet : 


mgrs 
Sulfatemd: amimionlaques- ms a-iemcieel earl ieee 1249 
SLO MipRE VAD CRG Ue Lan Sl Me Res Gao eho 6 a due "6 20S 263.5 
INADA IOUS oeghe al po 6 io 6 es PEI DRH nee 14.6 


L’influence favorable d’une aération plus parfaite est done 
tres marquée. On la connaissait déja certainement : les expé- 
riences de M. Schleesing avec Ja terre l’ont suffisamment 
démontrée; mais il était curieux de constater qu'un optimum 
d’aération pour le ferment nitrique est bien au dela de ce que 
nous pouvons lui offrir dans nos meilleures condilions de 
culture aérobie. 

Voyons maintenant quelle a été son influence sur la produc- 
tion de nitrate. Pendant cette nitrification exaltée, d’une inten- 
sité qui n’a jamais été observée jusqu’a présent, la formation de 


4. Il faut dire qu’en jugeant de l’intensité de la nitrification par les quantités 
d’azote ammoniacal disparu, on arrive a des chiffres un peu au-dessus de la vérité, 
car on ne retrouve jamais tout l’azote ammoniacal ajouté dans les produits de la 
nitrification. [1 y a toujours une perte assez sensible. Mais cette circonstance n’in- 
fluencera guére le calcul que nous venons de faire. Ainsi nous avons, pour toute 
la dernivre période de nitrification (48 juin-29 juillet) du ne 26 : . 


mgrs 
Sulfate: M@ammoniaque ver. je) sue) ous ite intents PS PONORON Sah 0 Faouns 1910 
SOMA ECI CUM oGr Ole, Gr oa Gold bees ¢ 0 Od biG den oie 405 
Retrouvé comme azote nitreux et nitrique............. 369 
Perte pendant quarante jours...... CE Cts) et dG ic! ond Feea 36 
SOUTER en dene ence aus Gio Onc OOS Moe DM enbedla oe 0.9 


Le chiffre de 22.7 ™sr. dazote nitrifié par jour diminue ainsi jusqu’a 24.8. Mais 
il faut encore prendre en considération que, cette perte résultant probablement de 
la décomposition de nitrite d’ammoniaque, la moitié de l’azote se perd déja nitrifié. 
Le vrai chiffre est par conséquent entre les deux. 


ye NN VA 


ORGANISMES DE LA NITRIFICATION. 771 


nitrate n’a non seulement pas monté, mais encore abaissé consi- 
dérablement. Ainsi pour les quatre périodes de nitrification du 
n° 26, le taux de l’azote nitrique, en centigmes, était : 


{re, 2e, 3°, 4° période, 
45. 9.3 9.6 0.9 

La derniére est précisément celle pendant laquelle la culture 
a changé de vase. 

Un acces d’air illimité n’a pas favorisé, par conséquent, 
Yoxydation compléte de l’azote ammoniacal; elle est restée 
incomplete, malgré sa rapidité. 

Il en a été de méme de quelques autres influences que j’ai 
essayées. Un coup d’ceil sur le tableau des dosages d’azote 
apprend que leur effet a été nul, et que le taux d’azote nitreux 
et nitrique a peu varié en général. Inutile d’en parler alors. 

Par ces observations, il y a au moins cela de gagné, que les 


causes de Poxydation complete ou incompléte de ’ammoniaque 


ne sont pas Achercher dans l’influence immédiate des conditions 
de culture. Elles sont plus profondes et plus compliquées. 


PRESENCE DU BACILLE TYPHIQUE. | 


DANS L’EAU DE SEINE 
PENDANT LE MOIS DE JUILLET 1890 


Par H. VINCENT, aide-major, adjoint au laboratoire de bactériologie 
du Val-de-Grace. 


Les divers travaux ou rapports de MM. Brouardel, Chan- — 
temesse et Widal, Régnier, Olivier, Schneider ont péremp- — 
toirement démontré que le lourd contingent payé par la popu- 
lation parisienne a la fievre typhoide est du, le plus souvent, a — 
la consommation des eaux de la Seine et de la Marne. La distri- — 
bution de ces eaux dans certains quartiers de Paris est toujours 
réguligrement suivie, quelques semaines apres, d’une augmenta- 


tion parfois considérable du nombre des entrées hospitaliéres par — 7 


dothiénenterie dans ces mémes arrondissements. D’une facon 
générale, la zone recevant l’eau de Seine fournit une mortalité 
typhique trois 4 quatre fois plus forte que celle des zones qui | 
boivent de l’eau de source. J 
La constatation de agent pathogéne lui-méme de la fitvre 
typhoide a été faite par M. Loir ‘ et par M. Thoinot ? dans l’eau — 
de la Seine. Le premier l’a trouvé dans l’eau de son logement, 
a l'Institut Pasteur; le deuxiéme, ayant recueilli de l’eau de Seine 
a Ivry, 4 ’endroit ot. la machine éléyatoire préléve l'eau qui doit — 


étre distribuée a Paris, y a également rencontré le bacille nated 7 
gene. | 


1. Lorn, Annales de l'Institut Pasteur, aodt 4887. 
2. Tuotnot, Bulletin de ? Académie de médecine, avril 1887. 
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La question de la nocuité, par conséquent bien établie, de 
l’eau de la Seine, reste néanmoins toujours ouverte, puisque une 
grande partie de la population est desservie par elle : c’est pour- 
quoi il nous a paru utile de faire, & plusieurs reprises, l’analyse 
de cette eau pendant le mois de juillet dernier. L’eau a été 
recueillie & un robinet qui sert aux lavages, dans l’une des cours 
de l’Ecole du Val-de-Grace. 

La recherche spéciale du bacille d’Eberth et du Bacterium coli 
commune a seule été faite. Le procédé employé a été celui des 
passages successifs dans le bouillon phéniqué, porté a la tem- 
pérature de 42 degrés '. 

Dans six tubes de bouillon de beuf peptonisé, additionné d’une 
proportion d’acide phénique égale 40,7 pour 1000, on a versé 
de cing 4 quinze gouttes de l’eau de Seine & analyser. Les tubes, 
fermés d’un capuchon de caoutchouc, ont été portés ensuile a 
Vétuve réglée exactement & 42°. Des que ces tubes ont commencé 
ase troubler, on a fait subir 4 chaque culture un deuxiéme et, 
au besoin, un troisieme passage d'épuration par un réensemen- 
cement successif dans le bouillon phéniqué, a la température 
de 42°. 

Généralement deux passages suffisent. Le nombre des tubes * 
a réensemencer se restreint, d’ailleurs, de plus en plus sil’ona 
soin d’éliminer, apres le deuxiéme passage, les tubes présentant 
une culture floconneuse ou recouverte d’une pellicule: ces der- 
niers n’appartiennent pas, en effet, au bacille typhique. 

Un certain nombre de microorganismes résistent & l’épreuve 
_ précédente. Ce sont, d’une part, le bacille typhique et le Bacte- 
rium coli commune; d’autre part, le Bacillus mesentericus vulgatus, 
un streptocoque fréquent dans l'eau, enfin plusieurs rares especes 
bacillaires indéterminées qu’on pourra tres vite différencier du 
bacille typhique par leurs caractéres propres sur tous les aulres 
milieux de culture, ou par leur réaction vis-a-vis de la méthode 
de Gram. 

Le Bacterium coli commune se développe aussi bien que le 
bacille typhique dans les conditions ci-dessus: cet organisme 
étant particulier aux matiéres fécales, il n’est pas indifferent de 


4. H. Vincent, Soc. de Biol., 1°" février 189), et Annales de micrographie, 
juin 1890. 
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le rencontrer dans ]’eau. Mais, en outre, comme les eaux qui re- 


célent agent pathogene de la fitvre typhoide le doivent, le plus 


souvent, a leurcontamination par des maliéres fécales spécifiques, 
ilen résulte que tres souvent le Bacterium coli existe. concur- 
remment avec le bacille a’ Eberth dans les eaux de boisson ainsi 
adultérées. 

On comprend done que, si l’on fait l’essai bactériologique de 
ces eaux, le bouillon phéniqué donne, dans ces cas, une culture 
mixte des deux organismes. Pour les séparer et les obtenir iso- 
lément, il suffit de faire une culture sur plaques avec le bouillon 
dans lequel ils se sont simultanément développés. 

Dans les analyses de l’eau de Seine, le Bacterium coli com- 
mune et le bacille typhique ont ainsi été rencontrés, & deux 
reprises, dans les plaques faites en ensemencant la culture mixte 
obtenue par |’épreuve du bouillon phéniqué porté a 42°. Au bout 
de quatre &cinqgjours, on observait, surla gélatine, deux espéces 
de colonies : les unes opaques, larges, épaisses, 2 développement 
rapide; les autres translucides, nacrées, minces, faiblement 
élevées au centre. Portées séparément dans le bouillon, puis sur 


les autres milieux et en particulier sur la pomme de terre, les _ 


" premieres ont donné les réactions de culture du Bacterium coli 
commune. Les secondes ont présenté rigoureusement tous les 
caracléres du bacille d’Eberth, caracttres qui se sont entitre- 
ment conservés jusqu’a ce jour. 

Le bacille ainsi isolé a deux reprises est:treés mobile, décoloré 
par la méthode de Gram; ne liquéfiant pas la gélatine; formant, 
sur la pomme de terre, une culture mince, glacée, incolore ; il 
s'est comporté, sur les divers milieux, comme le bacille typhigue 
ensemencé paralleélement. 

Nous avons comparé le bacille trouvé dans l'eau de Seine 
avec les bacilles pseudo-typhiques qui ont été récemment décrits 
par M. Cassedebat *, et qu'il a bien voulu trés obligeamment 
nous envoyer, sur notre demande. Ces derniers organismes ont 


été d’abord ensemencés dans le bouillon de boeuf peptonisé et — 


portés a 37°; de la, ils ont été réensemencés successivement 


dans la sélatine (gélatine-piqure, gélatine inclinée, culture sur | 


1, Le Bacille dEberth-Gaffky et les baciltes pseudo-typhi 
eee p yphiques, ces Annales, no de 
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plaques) a la température de 20°; sur gélose, sur pomme de terre 
et dans le bouillon a la température de 37°. 

Le pseudo-typhique 1 a formé, sur gélatine inclinée, une cul- 
ture saillante et opaque; les plaques de gélatine ont été liquéfiées 
par lui au quatrieme jour. Enfin, sur pomme de terre, la culture 
est devenue jaune et grenue au troisiéme jour. Le bacille est 
immobile. 

Le pseudo-typhique 2 donne, surla pomme de terre, une 
trainée humide absolument semblable a celle du bacille d’Eberth; 
mais il ne pousse pas dans le bouillon phéniqué a 42°, et forme, a 
la surface de la gélose, une culture blanche, a bords foliacés, et 
sur la gélatine inclinée une culture blanche, envahissante, tache- 
tée et striée, qui ne ressemble en aucune fagon & celle du bacille 
typhique. 

Le pseudo-typhique n° 3 pousse tres bien dans le bouillon 
phéniqué a 42°, maisil afourni sur la gélatine, une culture épaisse 
et opaque, et, sur la pomme de terre, au bout de vingt heures, 
une trainée jaune-brun, foncée, épaisse, analogue a celle du Bac- 
terium coli commune et nullement comparable a celle du bacille 
d’Eberth. 

Enfin ces trois bacilles, surtout les pseudo-typhiques 1 et 2, 
forment ala surface du bouillon un voile membraneux assez 
_ €pais; tous trois également sont peu ou point mobiles. 

Les caracteres différentiels qui viennent d’étre signalés sont 
tres tranchés et ne permettent pas de confondre les microorga- 
nismes précédents avec le bacille typhique. Nous avons, d’ail- 
leurs, rencontré souvent dans les analyses d’eaus des bacilles 
tres semblables aux pseudo-typhiques, mais la liquéfaction plus 
ou moins précoce de la gélatine, les anomalies de cultures dans 
les autres milieux nous ont fait écarter Vidée d’une assimilation 
avec le bacille typhique lui-méme. 

Nous pensons done pouvoir confirmer que l’organisme que 
nous avons isolé dans l’eau de Seine est le hacille typhique. Les 
essais d’isolement ontété faits les 3, 13,16, 19, 25 et 30juillet 1890. 
Dans les six cas, l'eau de Seine renfermait le Bacterium coli 
commune, organisme des matiéres fécales. Enfin, a la date du 
13 et du 16 juillet, analyse a pu y déceler la présence d’un 
microbe identique a celui de la fiévre typhoide. 


RECHERCHES SUR LA DIGESTION INTRACELLULAIRE 


CHEZ LES PROTOZOAIRES 


(1'¢ PaRTIE) 
Par Féux LE DANTEC. 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff, 4 l'Institut Pasteur.) 


Il y a déja longtemps que la digestion intracellulaire chez 
les protozoaires a intéressé les naturalistes, et a été étudiée par 
des procédés expérimentaux. 

C’est en effet un des phénoménes vitaux les plus. intimes 
quwil nous soit donné d’observer a la base du regne animal. 

Les travaux de M. Metchnikoff sur la phagocytose ont 
montré que ce processus joue un role trés important dans la 
résistance des tissus a l’invasion microbienne, et celte décou- 
verte augmente considérablement lintérét de la question. 

Je m’occuperai dans ce travail du mécanisme de la digestion, 
a lintérieur de la cellule, des matiéres ingérées, et non des 
transformations chimiques des substances déja incorporées au 
protoplasma. 

La premivre question étudiée est celle des vacuoles qui 
entourent les ingesta; c’est au moyen de réactifs colorants parti- 
culiers, que l’on peut avoir sur ces vacuoles les renseignements 
les plus intéressants. 


I 


ETUDE DE LA DIGESTION INTRACELLULAIRE AU MOYEN DU TOURNESOL. 


Plusieurs observateurs se sont servi du tournesol pour étu- 
dier la réaction du contenu des vacuoles des protozoaires. 
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Engelmann‘ a vu des grains de tournesol bleu devenir 
rouges dans des Stylonychia, des Paramecium aurelia, et une 
espéce d’amibe; mais il a attribué au protoplasma lui-méme la 
réaction acide ainsi observée. 

M. Metchnikoff® a montré au contraire chez les Siylonychia et 
les Vorticella convallaria, que le protoplasma est alcalin et que 
les vacuoles sont acides. 

_ M. Greenwood * n’a pu, au moyen du tournesol, déceler 
aucune réaction dans les vacuoles de l’Ameba proteus et de 
VP Actinospherium Eichornii. 

L’emploi du tournesol demande quelques précautions. 

Il y a, comme on sait, dans cette substance, un exces d’alca- 
linité qu’il faut commencer par faire disparaitre, car le volume 
de la vacuole est du méme ordre de grandeur que celui du grain 
ingéré. 

Si le tournesol brut, employé tel quel, a démontré, chez 
quelques infusoires, l’existence d’un acide dans les vacuoles, 
c’est que, dans ces espéces, |’acidité est tres notable; il n’en est 
pas de méme dans la plupart des cas. 

Il faut aussi tenir compte de l’alealinité du liquide chargé 
d'infusoires dans lequel on l’introduit. 

Il est possible, avec certains infusoires bien résistants, de 
ramener presqu’a la neutralité le liquide de l’aquarium, en y 
ajoutant des doses ménagées d’acide chlorhydrique. 

En employant avec ce liquide neutre du tournesol sensi- 
bilisé, on a un critérium tres net de l’acidité 4 lintérieur de 
Vanimal, par la comparaison de la teinte du tournesol interne et 
du tournesol externe. L’un doit étre rouge clair, autre bleu 
opaque. 

C’est sur le Stentor polymorphus que j’ai fait le plus d’expé- 
riences par cetle méthode. 

On peut, avec de la patience, assister a l’ingeslion, par un 
Stentor sous le microscope, d’un fragment de tournesol, et 4 son 
virage, mais il est plus commode de mettre dans un verre de 
montre une eau contenant plusieurs Stentors avec des grains de 
tournesol a teinte sensible. De temps en temps, au moyen d’une 


A. Physiologie d@’ Hermann, 41879, V, I, Pp. 349. , 
2. Annales de VInstitut Pasteur, 25 janvier 1889, page 28. 
3. Journal of physiology, vol. VII, n° 3, et vol. VIL, page 263. 
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pipette, on péche ces animaux visibles 4 Voil nu, et on isole sur 
un porle-objet celui qu’une premiere observation rapide au 
microscope a montré porteur d’une vacuole rouge. 

J’ai employé bien souyent cette méthode, et suivi le sort de 
la vacuole rouge observée ; pour éludier celte vacuole a un fort 
erossissement, il faut poser avec précaution une lamelle couvre- 
objet sur la goutte d'eau, apres avoir soutenu l'un de ses bords 
par un corps peu épais; de cette fagon, on aplatit légerement le 
Stentor sans l’écraser. 

N’ayant pas observé l’ingestion, on doit démontrer que la 
vacuole rouge contient bien du tournesol. 

Pour cela, il suffit d’écraser l’animal sous la lamelle; la 
vacuole se rompt et le tournesol rouge devient bleu. Qu’il le 
devienne par contact avec le protoplasma alcalin, comme le 
pense M. Metchnikoff ‘, ou par l'eau alcaline extérieure, cela 
n’en démontre pas moins qu'il était en contact auparavant avec 
un liquide différent, c’est-a-dire qu'il était enfermé dans une 
vacuole. 

Au lieu d’écraser animal, ce qui est impossible, par 
exemple, quand on opere sans couvre-objet, on peut déposer, 
sur le bord de la préparation, une goutte d’ammoniaque; le corps 
de l’animal s’éclaircit rapidement et finit par se désagréger, © 
pendant que le grain rouge devient brusquement bleu. 

Quand on observe longtemps un Stentor portant une vacuole 
rouge, on peut éviter l’application de ces deux procédés, si l’on 
ala chance de voir l’animal rejeter le grain coloré; celui-ci 
devient bleu dans eau extérieure. On a l’avantage d’observer | 
en méme temps le phénomeéne de l’éjection; il faut attendre 
tres longtemps pour étre témoin de ce phénomene; j’ai vu 
quelquefois un grain rouge, non accompagné de matiére nutri- 
tive, rester 12 ou 13 heures dans le corps de l’animal; d’autres 
fois, il a été rejeté tres rapidement. 

Souvent, en effet, j’ai observé des grains rouges de tour- 
nesol dans des vacuoles ne contenant aucune matiere nutritive ; 
la formation d’acide semble donc indépendante du caractere 
nutritif de la substance absorhée. On peut objecter que n’ayant 
pas suivi le phéaomeéne des le début, j’ai pu ne pas voir une 


4. Metchnikoff, op. cit. 
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matiére nutritive déja dissoute au moment de mon observation. 
J’ai répondu a cette objection en opérant directement sur le 
porte-objet en goutte suspendue; j’ai vu ainsi des Stentors 
avaler des grains de tournesol bleu, non accompagnés de 
matiére nutritive, et ces grains ont rougi. 
Cette observation est instructive ; le tournesol reste bleu plus 


ou moins longtemps, suivant que sa neutralité avait été plus ou 


moins parfaitement obtenue; mais ce tempsn’est jamais bien long 
chez le Stentor, oti l’acidité est trés nette. Et puis, brusquement, 
en quelques secondes, il devient rouge clair par des étatsinter- 
médiaires peu senuiblet On peut dire que de noiril devientrouge. 

Le temps nécessaire pour que le tournesol bleu rougisse 


 étant d’autant plus long que le tournesol était primitivement 


plus alcalin, il est clair que nous assistons & une sécrétion lente 
d’un acide; cette sécrétion passe inapercue, tant quelle ne sert 
qu’a saturer l’alcalinité préexistante, mais elle fait virer brusque- 
ment le tournesol quand l’acidité apparait. 

On peut ajouter que ce virage rapide restreint le champ des 
hypothéses a faire sur la nature de l’acide sécrété. Un virage 
rapide avec le tournesol caractérise les acides forts, minéraux ou 
organiques; nous sommes donc déja autorisés a éliminer les 
acides élevés de la série grasse qui ne donnent pas de virage 
brusque, et nous pouvons conclure : 

4° Que chez le Stentor polymorphus, les corps ingérés, nutri- 
tifs ou non, se trouvent au bout de quelque temps dans un 
milieu acide; 

2° Que lacidité est progressive comme si elle était due a une 
sécrélion ; 

3° Que l’acide produit est un acide fort. 

Apres le Stentor polymorphus, am est certainement le type 
donnant les résultats les plus nets, j’ai fait des observations sur 
un grand nombre de ciliés. 

Le Stentor ceruleus et le Stentor Reselii, donnent, mais avec 
moins de rapidité, les résultats du S. polymorphus. Avec le méme 
tournesol, il faut, par exemple, environ trois fois plus de temps 
pour que l'on ait la coloration rouge chez le Stentor Reselii 
que chez le Stentor polymorphus, ce qwil est tres facile de 
constater, puisque ces deux animaux vivent tres souvent dans 
les mémes aquariums. 
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Des Paraméctes, des Amphilepils, des Leucophrys m’ont donné 
également la réaction acide que j'ai pu mettre en évidence avec 
du tournesol sensible, méme chez les Euplotes a qui elle était 
refusée jusqu’a présent. 

A part la Vorticella microstoma, aucun Péritriche ne m’a 
donné par ce procédé de réaction acide; il m’a méme semblé que 
le tournesol était nuisible & ces animaux; des Carchesium, des 
Epistylis sont morts au bout de peu detemps en goutte suspendue, 
avec les vacuoles et le noyau bleus. 

Chez les animaux cilés plus haut qui m’ont donné des résul- 
tats positifs, comme les Stentors, Paramécies, Stylonychies, etc., 
j'ai puremarquer, par la juxtaposition de deux animaux différents 
sur un méme porte-objet, que les vacuoles rouges de ces divers 
animaux avaient la méme nuance; il est assez difficile de faire 
la comparaison chez les animaux colorés comme les Stentors 
verts et bleus; mais, chez les animaux hyalins, cette compa- 
raison est facile. 

Il est donc probable que J’acide qui cause cette coloration est 
le méme dans tous Jes cas, puisque le tournesol présente, bien 
que faiblement, celte particularité précieuse de donner des 
teintes rouges différentes avec les différents acides. 

Ajoutons donc pour les Stentors, Paramécies, etc., les conclu- 
sions suivantes a celles qui ont déja été posées : 

4° La sécrétion de l’acide est plus ou moins rapide suivant 
les especes ; 

° L’acide semble le méme pour toutes les especes observées. 


Le tournesol adesavantages, mais ilaaussi des inconvénients; 


il faut toujours tenir compte de la lenteur avec laquelle il arrive’ 


au virage quand il est un peu alcalin. 

M. Metchnikoff'! a vu, dans les leucocytes de la larve de 
Triton teniatus, que « dans quelques-uns de ces macrophages, 
il se trouvait 4 cdté d’un grain rouge de tournesol une vacuole 
remplie de granules bleus de la méme substance, ce qui prouve 
que la production du sue acide intracellulaire peut se localiser 
dans une partie restreinte de la cellule. » C’était peut-étre plutot 
que les grains de tournesol observés ayant été ingérés a des 


4. Metchnikoff, op. cit 
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6poques différentes, l'un d’eux pouvait déja étre rouge, tandis 
que les autres n’avaient pas encore été amenés a la neutralité. 

M. Greenwood! a vu que les Amibes rejetaient toujours le 
tournesol a l’état bleu, et a ainsi méconnu chez ces protozoaires 
la production d’un acide. Cet observateur n’a pas été plus heu- 
reux en se servant de la tropéoline et du violet de méthyle. 

_ Jai été conduit a des résultats tres nets par l'emploi d’une 

matiére colorante que m’a procurée M. Metchnikoff, dont les 
_ conseils m’ont toujours été tres utiles dans la suite de ces expé- 
riences. 

Il tenait lui-méme de M. Ehrlich ce réactif, qui est l’alizarine 
sulfoconjuguée, et qui est précieux pour l'étude des solutions 
alcalines faibles et des sécrétions acides des protozoaires, comme 
nous allons le voir. 


Il 


PROPRIETES DE L’ALIZARINE SULFOCONJUGULE. 


L’alizarine sulfoconjuguée se présente a l'état solide sous 
Vaspect d’une poudre brune.Son pouvoir colorant est considérable; 
Peau distillée pure en dissout environ un cing centitme de son 
poids, et cette solution saturée a une couleur brun orangé assez 
-foncé. Elle conserve trés longtemps sa limpidité dans un flacon 
bien bouché, a Vabri de l’air impur du laboratoire. 

Cette liqueur neutre, brun orangé, vire au violet en présence 
des bases alcalines ou alcalino-terreuses et des sels alcalins, et 
au jaune en présence des acides sulfurique, chlorhydrique, azo- 
tique... etc., et, parmi les acides organiques, des acides acélique, 
oxalique, lactique, etc., et des sels acides. I] faut faire une excep- 
tion pour l’acide urique, qui donne une coloration rose vague. 

Pour étudier d’une facon précise les propriétés du réactif, 
jai fait deux solutions équivalentes 4 volumes égaux d’acide 
sulfurique et de potasse, renfermant chacune 18 centi¢mes d’équi- 
valent par litre. 

Dans un vase de verre & fond plat, posé sur une feuille de 
papier blanc, j’ai introduit 200° cubes d’eau distillée et 10°° de 
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solution d’alizarine sulfoconjuguée. 

J'ai obtenu ainsi un liquide jaune limpide, qui est resté jaune 4 
quand j’y ai fait couler goutte & goutte la solution de polasse, 
jusqu’au moment ow j’en ai ajouté 9°°,9. 

Une goutte (d’enyiron un. dixieme de centimétre cube) de — 
plus fait passer la liqueur au brun orangé; une de plus, au ~ 
rose. 

Voila, en ce point, un virage tres net dont peuvent se servir 
les chimistes; mais ce n’est pas cette propriété qui nous sera 
ulile. 
Continuons & laisser tomber goutte a goutte la solution de — 
potasse; nous voyons la nuance de notre liqueur passer petit 
a petit, par gradations insensibles, mais trés nettes par compa- 
raison, du rose au violet. 

Au bout de 10 a 14 goultes, nous arrivons & un violet que — 
nous ne pouvons plus dépasser, quelque grande quantilé de 
potasse que nous ajoutions. 

J’appellerai cet intervalle du rose le plus extréme au violet — 
limite, la zone sensible de l’alizarine. 

Ge virage graduel nous donne done un moyen de suivre une ~ 
sécrétion alcaline dans le voisinage de la neutralité, a condition — 
de conserver toujours comme point de comparaison une des — 
nuances intermédiaires du rose violacé. 

Mais opérons maintenant en sens inverse. Partons du violet 
et laissons tomber goulte a goutte la solution titrée d’acide sul- 
furique. Des que nous aurons atteint le violet limite, nous ver- 
rons l’addition d’une goutte modifier légerement la teinte, et une 
dizaine de gouttes nous raménera a la teinte rose; une goutte de 
plus donnera la teinte orangée qui est tres passagere et est 
simplement du rose jaune, et une dernitre goutte donnera du 
jaune. 

Partageons cette gamme du violet au rose, obtenue en versant 
une dizaine de gouttes d’acide, en six teintes : 


Violet A ioe 3 4 rose 


dont chacune correspond a l’addition de deux goultes de notre 
solution acide. L’expérience montre qu’elles sont distinctes et 
reconnaissables, et pourtant le poids d’acide contenu dans les 
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deux gouttes de solution qui permettent de passer de l'une & 
poulre est & peu prés, ainsi qu'il est facile de le calculer, de 
mam du poids total de la liqueur. 

Voici, d'une maniére générale, le procédé que j’ai suivi pour 
utiliser cette propriété de Valizarine sulfoconjuguée dans l'étude 
de Ja réaction des vacuoles digestives des protozoaires. Je ne 
parle pas des dispositifs spéciaux & chaque cas, que j’exposerai 

ultérieurement. 

L’eau dans laquelle vivent les protozoaires est le plus souvent 
légerement alcaline, et donne al’alizarine une teinte de la zone 
sensible. L’alizarine forme dans cette eau, quand on l’abandonne 
dans un verre de montre, de petits grumeaux qui en peu de 
temps deviennent tout a fait violets par l’action de l’ammoniaque 
_ de lair du lJaboratoire. Quand on conserve ce verre de montre 
pendant deux ou trois jours, recouvert d’un verre semblable, la 
matitre colorante y forme de longues aiguilles violet foncé. 

Suivant les cas, ce sont ces grumeaux rose violet, ou ces 
aiguilles violettes, qui sont ingérées par les protozoaires. 

Qualité trés précieuse, les variations de couleur de l’alizarine 

sont au moins aussi sensibles au microscope qu’a l’q@il nu. 
Voici une petite expérience qui rend compte des résultats 
annoncés plus haut, sans qu'il soit besoin de grand soin pour la 
faire. 
Sur une lame porte-objet, on dépose une goutte d’alizarine 
violette; & cOlé, on dispose une goutte d’acide chlorhydrique 
étendu; les deux goultes se mélangent lentement par diffusion, 
et voici ce que l'on observe au microscope : une région jaune, 
‘limitée par une mince ligne orange qui la sépare d'une région 
rose 4 teintes dégradées vers le violet, enfin une région violette. 
On y voit facilement par conséquent le virage brusque du jaune 
a lorange et au rose, et au contraire le virage successif du rose 
au violet. 

L’alizarine teint en violet les infusoires morts, et le noyau 
se colore alors plus fortement que le reste du protoplasma. 

Quand on fait une préparation de Carchesium en goulte sus- 
pendue, avec de Ializarine sulfoconjuguée, le pied ramifié se 
colore vite en violet tres net, sans que l’animal en souffre le 
moins du monde. Le protoplasme du corps reste d’ailleurs inco- 
lore (en dehors des vacuoles d’ingestion, naturellement). 
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La coloration est peut-étre encore plus rapide ayec les Epis- 
tylis. 

Je me contente de signaler en passant ces fails qui viennent 
s’ajouter aux phénoménes déja nombreux de coloration des infu- 
soires vivants décrils par M. Certes. 

Le pouvoir colorant de ce réactif ne se borne pas aux proto- 
zoaires. La membrane basale de l’Hydre grise se colore aussi 
tres fortement en violet, sans que l’animal semble en souffrir le 
moins du monde. Enfin, dans une préparation contenant de l’ali- 
zarine violette, j’ai vu les deux fentes latérales du petit turbellarié 
sans yeux appelé Stenostomum, fortement colorées en rose clair. 


I 


Ill 


RHIZOPODES. 


J'ai étudié la digestion intracellulaire chez deux espéces 
d’Amibes; Vune,a pseudopodes courts et massifs, existant dans une 
infusion de foin ordinaire, l’autre ayant de longs pseudopodes tres 
extensibles et trés fins, existant en quantilé trés considérable dans 
une infusion de débris organiques exotiques, que m’a obligeam- 
ment procurée M. Certes; celte derniére infusion m’a été d’autant 
plus précieuse que, comme je le montrerai tout a l’heure, il est 
nécessaire pour poursuivre cette étude d’avoir une infusion tres 
riche en amibes. 

Je vais m’occuper particulierement de cetle espéce sur laquelle 
j'ai pu faire des observations réitérées. 

Comme je l’ai déja dit, le tournesol me semblant incapable de 
donner des résultats certains, j’ai d’abord repris la question de 
la réaction des vacuoles. 

Pour cela, je mets en contact une solution d’ Hawn devenue 
violette au contact de lair du laboratoire avec le liquide & amibes 
qui est d’ordinaire assez alcalin pour que le violet persiste; au 
besoin, on approche de la surface un bouchon de flacon 4 ammo- 
niaque. 3 

Le mélange fait, on en place une goutte sur le porte-objet et 
on y cherche une seta: i l’origine, toutes celles que l’on trouve 


sont claires et deponrvues de Srenabs colorées au milieu de la 
solution violette. 
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Au bout de quelques heures, au contraire, presque toutes les 
amibes présentent des vacuoles d’une couleur rose, trés distincte 
de la couleur violette de l’alizarine externe ; ceci démontre quil 
y a production d’acide autour du grumeau d’alizarine ingéré, 
car il est constant, d’aprés toutes les précautions que nous avons 
_ prises, quel’amibe a pu seulement ingérer de V’alizarine violette. 

Pour étre bien str que Ja matitre rose incluse est bien de 
Valizarine, il suffit d’écraser l’amibe, ou de déposer sur le bord 
de la lamelle une goutte d’ammoniaque. 

Voila donc un procédé trés simple et qui réussit toujours; il 
_ est bon d’attendre environ deux jours apres la préparation de 
infusion colorée que j’ai décrite; au bout de ce temps l’alizarine 
se trouve presque entitrement rassemblée au fond du verre de 
montre, sous forme de longues aiguilles violettes, formant ca et 
_ la des enchevétrements bizarres. 
3 En prenant avec une pipette une goutte du liquide du fond 
de la préparation, on trouvera les amibes rassemblées aux envi- 
rons des amas aciculaires de matiére colorante et, & ce moment, 
4 presque tous les individus possédent des vacuoles roses. 
Je dis des vacuoles roses et non pas jaunes, car en partant du 
violet comme nous l’avons fait, il est rare que l’amibe conserve 
assez longtemps son alizarine pour qu’elle devienne jaune; je 
Vai vu cependant un certain nombre de fois chez les deux especes 
que j'ai étudiées. 
a Et ceci nous prouve combien les observateurs qui se servaient 
de tournesol avaient de chances de ne pas constater la production 
 d’acide, puisque dans presque tous les cas nous constatons cetle 
production, sans que la neutralité soit dépassée dans la vacuole. 

Il est bien établi par cetle expérience que l’alcalinité diminue 
dans le grain ingéré. 


Ici se pose la question de savoir si ce grain, matiére non 
nutritive, améne une sécrétion et la formation d'une vacuole 
autour de lui.M. Greenwood ‘ prétend qu'il n’en est jamais ainsi. 
L’emploi de l’alizarine va nous permettre de résoudre toutes ces 
questions. 

Il suffit de mettre un peu de patience dans l’observation 


4. Greenwood, op, cit. 
50m 


786 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


microscopique et d’opérer en gouttes suspendues, de fagon a géner 
le moins possible l’amibe chez laquelle on veut observer un phé- 
nomene, non pathologique, mais physiologique. 

Dans un verre de montre nous mettons quelques gouttes de 
infusion contenant nos amibes, et nous ajoutons une goulte de 


la solution d’alizarine & un cing centiéme. Le liquide tout entier — 


prend la teinte 2; on congoit facilement qu’avec quelques pré- 
caulions on puisse mettre une goutte de ce liquide sous une 
lamelle posée sur une lame creuse, sans que la couleur se mo- 
difie; l’addition de vaseline aux bords de la lamelle empéchera 
lacces de l'ammoniaque de ]’atmosphere. 

Cherchons une amibe; au bout d’un temps plus ou moins 
long, nous la voyons étendre des pseudopodes vers un grumeau 
d’alizarine, teinte 2. Ici il faut étre attentif; quelquefois, ce phé- 
nomene n’a pas de suite, mais quelquefois aussi, sans qu’on 
puisse bien suivre optiquement le processus, on voit brusque- 
ment le corps qui élait extérieur, silué dans l’amibe, au centre 
d’une vacuole toujours trés nette & ce moment. 

Il est probable que les pseudopodes, s’étant touchés en un 
point, se sont anastomosés brusquement, enclosant le grain de 
matiere colorante dans une vacuole parfaitement ronde et rem- 
plie en apparence d’eau empruntée au milieu extérieur. 

En effet, dans cette vacuole, le grumeau conserve quelquefois 
assez longtemps, 2 4 3 minutes au moins, la couleur qu’il avait 
dans le liquide extérieur, et cela, quelle que soit cette couleur, 
car nous pouvons répéter l’expérience en partant de l'une quel- 
conque de nos teintes sensibles. 

La réaction du liquide de la vacuole,.au début, est donc 
toujours la méme que celle du milieu extérieur. 

Il faut done admettre que ce liquide est de l’eau introduite 
en méme temps que le grumeau, ou que le protoplasma a la 
propriété de séoréter en son intérieur, un liquide ayant toujours, 
au début, la méme réaction que le liquide ambiant. 

Sil en était ainsi, on devrait, en changeant la réaction du 
liquide ambiant, faire aussi changer la réaction de la vacuole. Or 


si on remplace par de l’eau légtrement acidulée a l’acide sulfu- 


rique la vaseline de l’expérience de tout a l’heure, et si, lorsque 
la vacuole est formée autour du grumeau d’alizarine, on dépose 
sur le porte-objet une goutte de solution ammoniacale plus gue 
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suffisante pour saturer l’acide qui sert 2 luter la chambre, on voit, 
sous l’influence des vapeurs ammoniacales qui se répandent dans 
cette chambre, le liquide de la goutte suspendue virer au violet, 
et la vacuole conserver sa teinte premiere rose. 

Done, le liquide de la vacuole n’est pas sécrété au début par 
Yamibe,de fagon & étre toujours de la méme alcalinité que l’eau 
ambiante; or, comme cette identité d’alcalinilé est constatée, il 
y a évidence que l'eau de la vacuole est empruntée au milieu 
extérieur. 

Revenons a notre premiere préparation a la vaseline. Au bout 
de 2 43 minutes, |’alizarine contenue dans la vacuole commence 
a virer au rose, ce qui est facile & constater, puisqu’en vertu des 
précaulions prises, nous avons al’extérieur un milieu d’alcali- 
nité et par conséquent de coloration constantes. 

On peut suivre pendant plusieurs heures la modification de 
la coloration, modification qui devient de moins en moins sen- 
sible & mesure qu’on s’approche du rose, car on y est plus loin 


_du terme de comparaison qui est voisin du violet. 


Ii m’a été donné quelquefois de voir cette coloration passer 


a Vorangé et au jaune, apres quoi, aucune modification de nuance 


nest plus sensible. Mais, en général, l’expulsion de la matiére 
colorante arrive avant que l’on ait atteint la neutralité com- 
plete; alors il est tres curieux de voir, surtout quand on opére 
en milieu violet, la matiére rejetée prendre brusquement la 
couleur de l’alizarine externe. 

Nous assistons done ici a une diminution progressive de 
Valcalinité de la vacuole, diminution qui peut aller jusqu’a la 
neutralité, et méme aboutir a une acidité réelle. 

Nous pouvons méme faire un calcul approximatif de la quan- 
uité d’acide sécrétée dans une vacuole pendant le passage du 
violet 4 Vorangé, ou lun des étals intermédiaires. 

Le virage du violet au rose correspond, d’aprés les nombres 
donnés plus haut, & une quantité d’acide égale a 5 du volume 
de la vacuole dont le diamétre varie de 1 4 7 ou 8» ; la quantité 
d’acide sécrélée est donc de un trente millioniéme a un soixante 
millioniéme de milligramme. 

Ce sont donc des quantités infiniment petites, que la sensibi- 
lité de notre réactif nous permet d’apprécier, et jusqu’a un certain 
point, de mesurer. 
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Dans le cas ot elle n’est pas interrompue par une expulsion, — 


x 


la sécrétion met plusieurs heures a faire passer l’alizarine de sa 


couleur-initiale jusqu’au jaune. Mais une fois la coloration jaune — 


atteinte, nous ne pouyvons plus suivre la sécrétion, car la couleur — 


du grumeau ne change plus, quelle que puisse étre lacidité. 


En observant plusieurs fois le phénoméne ihe je viens de . 


décrire, et que chacun peut reproduire aisément, jai remarqué 


que les choses se passent exactement de la méme facon pour la _ 


matitre colorante, qu’elle soit ou ne soit pas accompagnée de 
matiéres nutritives. 

Je me trouve ici encontradiction absolue avec M. Greenwood 
qui dit, en insistant sur ce fait, que les matiéres solides non 
nutritives, ingérées, ne déterminent pas de sécrétion. Cet auteur 
affirme du reste qu’il n’y a pas de vacuole autour des substances 
ingérées non nutritiyes. 

Je crois pouvoir affirmer quil y a toujours sécrétion, au 
moins d’acide. ; 

Que la sécrétion soit plus complete quand il y a des substances 
nutritives, aucun fait ne m’autorise a le nier, mais, au point de 
vue de l’acidité, les sécrétions sont identiques dans les deux cas. 

Quant a lexistence d’une vacuole, elle est trés nette au 
moment ot lon vient d’observer lingestion d’un grain de 
matiére solide quelconque. : 

Ultérieurement, elle devient en effet moins évidente, proba- 
blement parce que, par suite des sécrétions dont elle est Je sige, 
sa réfrangibilité devient de moins en moins distincte de celle du 
protoplasma, mais elle continue a persister; ce qui le prouve, 
c'est que lalizarine qu’elle contient ne devient jamais violette | 
comme elle le ferait si, la vacuole se résorbant, elle arrivait en 
contact avec le protoplasma alcalin. Au contraire, cette alizarine 
est Loujours rejetée avec la teinte la plus rose qu’elle ait acquise. 

Il faut donc admettre pour tous les corps solides ingérés, ce — 
qui est vrai pour les corps colorés sensibles aux acides, et dire 
qu’il y a toujours une vacuole et que cette vacuole persiste 
jusqu’a |’éjection. 

Ce phénoméne de l’éjection est trés intéressant. M. Green- 
wood ‘ a considéré tous les phénoménes de digestion intra-cel- 


4, GREENWOOD, op. cit. 
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_lulaire comme régis par une certaine sélection. Cet observateur 
a vu les matériaux non nutritifs en contact direct avec le proto- 


plasma, c’est-d-dire dépourvus de cette vacuole qu’il considére 


_ comme formée seulement par la sécrétion active; les phénomenes 


bill) hie 


fr 


d’éjection qu'il a observés corroborent d’ailleurs cette maniere 


de voir. ; 


« Une amibe prit des grains d’amidon; 4 jours aprvs, elle 
ingéra des monades, et peu aprés avoir ingéré les monades, elle 
rejela les grains d’amidon, non modifiés, lesquels n’avaient 


_ jamais été entourés de vacuoles marquées et ne furent pas 


accompagnés de fluide, quand ils furent expulsés. » 
Un peu plus haut, il constate avec Leidy' que l’éjection des 
matiéres solides non nutritives n’est pas accompagnée de ce fluide 


- yisqueux qui accompagne les débris de substances nutritives. 


= 


—- 


Je crois que ces diverses observations ne sont pas convena- 
blement interprélées. 

Quand on observe une vacuole dans une amibe, il n’est pas 
tres facile de deviner si elle est ancienne ou récente, quoique 
certains caractéres puissent donner des indications, comme nous 


- le verrons. 


Au milieu d'un bain d’alizarine violette, on peut au contraire 


_juger de l’Age des vacuoles colorées d’aprés leur couleur. J’ai vu 


eo 
} 


_ dans une amibe, une vacuole d’un rose presque violet rejetée 
un instant avant une autred’unrose trés vif; je ne sais pas si la 
_ vacuole violette contenait des matiéres nutritives, inais j'ai 
- observé que Ja vacuole rose en contenait; il y avait, entre ces 


- deux vacuoles, une différence caractéristique; la premiere était a 


bords bien nets : on voyait que c’était encore presque une goutte 


- deau; l’autre au contraire avait une réfrangibililé voisine de 
celle du protoplasma. Ces deux vacuoles furent rejetées de deux 


facons bien distinctes. La premitre creva pour ainsi dire a la 
surface du protoplasma et laissa sortir son contenu comme un 
grain isolé; l'autre au contraire fut abandonnée trés doucement, 
et, alors que ses bords étaient peu visibles tout a Vheure, ils ie 


_ devinrent beaucoup plus, et l’amibe sembla avoir abandonné 


une sphdre glutineuse, contenant des débris de bacilles avec un 
grain dalizarine, sphere qui se délita petit a petit. 


{. Lewy, Fresh Water Rhizopods of N. America. 
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L’explication de ce phénoméne me semble simple. Si j’appelle 
a la tension superficielle du liquide de la vacuole au contact du 
protoplasma, et r le rayon de la vacuole, le liquide de Ja 
vacuole subit et résiste & une pression 
2a 
. oa 
r étant tres petit, celte pression peut étre trés grande ‘si @ a 
une valeur non négligeable. Or @ doit varier avec la composi- 
tion du liquide de la vacuole, laquelle change au moins quant a 
la réaction, comme nous l’avons vu. L’expulsion avec éclat de 
la vacuole jeune (contenant un liquide si voisin de l'eau que le 
grain coloré semble rejeté seul et sans liquide) est différente 
de l’expulsion douce de la plus vieille (contenant un liquide déja 
visqueux qui continue a entourer comme une sphere le grain 
rejeté), et lon est naturellement porté a croire que a est plus 
faible dans le second cas; autrement dit que @ diminue a mesure 
que la sécrétion se fait, ce quis’explique, car la sécrétion doit 
transformer le contenu de la vacuole en un milieu plus voisin 
de Ja composition du protoplasma. 

Et en effet nous constatons deux phénoménes concomitants : 
quand la vacuole vieillit, sa refrangibilité se rapproche de celle 
du protoplasma environnant, et en méme temps, la force qui 
s’oppose au mélange de son contenu avec lui diminue. 

ll est donc facile de concevoir que, dans ces conditions, les 
amibes rejettent plus facilement les corps non nutritifs que ceux 
qui le sont. Je considére le cas le plus simple, celui qu’a observé 
Leidy‘. La désagrégation et la dissolution dans la vacuole des 
matitres albuminoides ingérées, doit en effet faire diminuer a 
bien plus vite que cela n’a lieu dans une vacuole contenant un 
corps inerte. Or ce doit étre un danger tres sérieux que cette 
pression interne, pour le sort de la vacuole; il est tout naturel 
que, poussée par Jes mouvements du protoplasma au voisinage 
de la limite extérieure du corps, cette vacuole se créve plus 
facilement quand elle est le siége d’une forte pression. 


p= 


Letwy, op. cit. Il a observé 2 cas: 

4° Capture dun Urocentrum par l’amibe. Il fut d’abord reconnaissable pendant 
quelque temps dans la vacuole par ses caracteres de structure; au bout de quelque 
temps, toute trace d’individualité avait disparu. 

2° Ingestion Wune Ameeba verrucosa par une Amoeba proteus bien plus grande 
Apparence d une vacuole autour d’une amibe, et division de celle-ci en 4 parties. 
— Observation non terminée. 
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IL faut dailleurs remarquer que c'est surtout quelques ins- 
tants aprés l’injection que lamibe abandonne les matieres 
ingérées; si ces dernibres résistent quelque temps, elles ont des 
chances pour prolonger beaucoup leur séjour a l’intérieur. 

: Carter cite méme le cas d’un infusoire ingéré vivant dans 

une vacuole trés nette, et abandonné vivant dans le liquide 

externe. 

a Je reviendrai sur ces phénomenes de digestion, apres que 
_ jaurai passé en reyue les propriétés des vacuoles des infusoires. 

Mais je puis dés a présent établir certaines conclusions 

: relatives aux amibes : 

; 


1° Les amibes ingeérent indistinctement les matieres solides 
nutritives ou non, ce gui nest pas étonnant si l’on admet, 
comme De Bary pour les Myxomycetes, que l’ingestion est le 
résultat normal du stimulus au point de contact. 
Za 2° Ces matieresne sont jamais encontact direct avec le proto- 
_ plasma, mais sont contenues dans des vacuoles. 

3° Le contenu des vacuoles est au début l'eau du milieu exté- 
- rieur; il s’y produit dans tous les cas, méme sans que la vacuole 
 contienne de matiére nutritive, une sécrétion acide qui neutra- 
lise Valcalinité de l’eau, et finit méme par lui donner une acidité 

constatable. 


4° L’éjection est un phénomeéne dans lequel on ne peut voir 

aucun acte voulu de la part de l’amibe, mais une simple chose 

; accidentelle; il faut néanmoins dire que cette éjection est plus 
facile pour les corps non nutritifs que pour ceux qui le sont. 
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ACTION DE LA LUMIERE SUR LES MICROBES 


REVUE CRITIQUE 


Luspert. Le Staphylococcus pyogenes aureus et le coccus de l’ostéomyé- 
lite. Wartzbourg, 1886. — Tu. Janowsxr. Sur la biologie des 
bacilles typhiques; action du soleil. Centralbl. f. Bact., 1890, 
n® 6 a 8. — Fr. Exrvinc. Etudes sur laction de la lumiére sur les 
champignons. Helsingfors, 1890. — O. Lorw. Action des champi- 
gnons inférieurs sur différentes substances azotées inorganiques. 
Biol. Centralbl., n°° 19 et 20, t. X. 


La grande question de l’action de la lumiére sur les microbes 
s’enrichit tous les ans de quelques contributions nouvelles. Aprés l’avoir 
examinée en gros, on en cherche maintenant le détail; on veul savoir 
quelles sont, dans le pinceau complexe de rayons quinous vient du soleil, 
les radiations qui agissent, sur quoi elles agissent, si c’est sur l’assimila- 
tion oula désassimilation, et pourquoi la lumiére qui est favorable a 
certaines espéeces est défavorable a d’autres. Il semble qu’on quitte 
ainsi le terrain de ’hygiéne pure qui, ne se préoccupant que de leffet 
en bloc, peut se croire le droit de sc désintéresser du mécanisme. Mais 
ce point de vue est évidemment des plus étroits. Les questions en 
apparence les plus pratiques ont besoin d’une étude détaillée et trés 
scientifique. Soumettons done celle-ci ala régle générale, et voyons 
quels moyens la science a employés pour en faire l'étude. 

Elle a vu tout de suite qu'il fallait renoncer aux mélanges d’espéces, 
sur lesquels avaient opéré les premiers observateurs. Chaque espéce de 
microbes, on pourrait méme dire, en se rapportantaux expériences de 
M. Pansini (ces Annales, 1889, p. 686), chaque variété a sa facon de 
réagir vis-a-vis de la lumiére, et veut étre étudiée a part. Si on 
Pisole, on voit tout de suite se poser la question du milieu dans jequel 
il est bon de la cultiver. Faut-il que ce milicu soit des plus favorables? 
faut-i) au contraire le Jaisser médiocre ? Il y a des avantages et des 
inconvénients des deux cdtés. Si le milieu est médiocre, la plante y 
sera chétive et fragile, et elle pourra, soumise en outre a l’influence 
dépressive de la lumiére,y limiter beaucoup ou méme y suspendre son 
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développement. Avoir une culture qui pousse dans l’obscurité et qui 
reste stérile 4 la lumiére, voild un résultat qui semble au premier 
abord trés probant. Mais il faut songer que notre milieu médiocre 
expose la plante a subir et a traduire avec exagération toutes les 
influences facheuses, méme les plus insaisissables, et qu’on ne pourra 
accuser du résultat celle de la lumiére qu’a la condition d’avoir soi- 
-gneusement éliminé toutes les autres, par exemple celle de la cha- 
leur, que l’on ne sépare pas facilement de Veffet lumineux. Voila pour 
la théorie. Pour la pratique, on est évidemment dans des conditions 
trés artificielles. 
Si, pour les améliorer, om augmente la valeur nutritive du milieu, 
on trouvera d’ordinaire que la culture insolée donnera un développe- 


- ment comme l'autre, mais moins abondant, et dés lors, toutes les fois 


qu'on n’aura pas affaire a un microbe pathogéne dont on pourra étudier 
les variations de virulence, il n’y aura qu'un moyen de traduire l'effet 
de l’insolation, c’est de comparer les poids de plante poussés au soleil 
et dans l’obscurité. Mais alors nous retrouvons les conditions posées et 
réalisées pour la premiére fois par M. Raulin dans son travail sur 
PAspergillus niger : il faut que le poids de plante qui sert de terme de 
comparaison, dans notre cas celui qui a poussé dans ]’obscurité, soit 
aussi grand et aussi constant que possible : constant, pour qu’on 
puisse n’avoir aucun doute sur la diminution de poids observée a la 


- lumiére; grand, pour que la marge offerte 4 ces diminutions de poids 


soit tres étendue. M. Raulin ne s'est pas contenté de poser ces condi- 
tions; la découverte ett été médiocre. Ila eu le mérite de les réaliser. 


- Son exemple n’a guére été suivi, pas méme par Negeli, dans son 


grand travail sur la nutrition des champignons, et encore, aujour- 
d’hui, voici par exemple M. Leew qui, en opérant a la lumiére et dans 


~ Pobscurité sur du Penicilliwm glaucum, ensemencé dans un liquide 


minéral avec de la glycérine comme aliment hydrocarboné, trouve pour 
les récoltes & Vobscurité, dans deux expériences paralléles, des poids 
de 08,251 et de 08,710, tandis qu’a la lumiére, deux essais lui donnent 
Os", 314et 08", 622. I n’y a évidemment rien a conclure de pareils chiffres 
pour ou contre l’influence de la lumiére ; la seule conclusion c’est que 
la méthode ne vaut rien et qu’il faut y renoncer. ; 

Nous voila done conduits a donner a la plante un milieu trés 
favorable. Mais, pour beaucoup d’entre-elles, la difficulté est de le 
trouver. La seule pour laquelle nous le connaissions avec précision 
est précisément |’ Aspergillus niger de M. Raulin; celui-la, on peut le 
culliver al’air avec de l'eau ordinaire, dans des vases‘non flambés, et 


presque sans précaution. Il n’y a pas a craindre l’envahissement 


d’espéces voisines. Pour les autres, il faut mille soins délicats, qui 
témoignent de notre ignorance des lois de Jeur nutrition. 
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Peu de savants ont eu la patience de les chercher, et ils se sont 
servis des milieux de culture ordinaires avec lesquels on peut obtenir. 
si, comme M. Elfving, on opere bien, des poids de récolte assez cons- 
tants, sinon tres élevés. L’action de la lumiére, si elle est nuisible, se 
traduil alors par une diminution de récollte, variable il est vrai. avec 
la nature du milieu, mais qui, si elle est retardatrice pendant toute la 
durée de la végétation, a chance,.si faible qu’elle soit, de se traduire 
par un effetappréciable, de méme que le plus petit grain de poussiére 
dans une montre bien réglée peut amener un retard de plus en plus 
marqué. IL semble done enrésumé que, pour mettre en évidence l’ac- 
tion facheuse ou excitante de la lumiére, il soit préférable d’opérer dans 
les milieux de culture les plus favorables a la plante en expérience. 

Cette premiére difficulté réglée, reste Asoumettre la culture a l’action 
lumineuse seule, enexcluant l’action calorifique. Le moyen le plus pra- 
tique pour cela est de faire filtrer le rayon lumineux au travers Vune 
couche d’eau qui le dépouille de la plus grande partie de ses radiations 
ultra-rouges. Deux & trois centimetres d’épaisseur suffisent pour cela. 
On peut aussi, comme |l’a fait M. Elfving, employer la lumiére réfléchie 
avec laquelle la diminution déclat est, il est vrai, 4 peu prés_ propor- 
tionnelle a la diminution de chaleur, mais dont l’action lumineuse peut 
rester sensible alors que son action calorifique est a peu prés 
éteinte. 

Cet emploi d’écrans liquides peut aussi servir a isoler et a étudier 
séparément les diverses parties du spectre lumineux. On emploie depuis 
longtemps pour cela des solutions de sulfate de quinine, qui arrétent 
surtout les rayons ultra-violets, et ne laissent guére agir que la partie 
lumineuse du spectre; une solution de bichromate de potasse qui 
laisse passer les rayons rouges, jaunes, et une partie des rayons verts; 
enfin une solution ammoniacale de cuivre qui fait presque exactement 
Ja,contre-partie de la précédente dans le spectre visible, car elle laisse 
passer les rayons violet, bleus, et quelques rayons verts. Cette méthode, 
bien gue grossiére, est préférable a celle qui consiste a isoler les couleurs 
simples dans un spectre dont on étudie séparément les diverses parties 
en y exposant les cultures qu’on veut soumettre a |’expérience. La 
diminution d’éclat produite par le passage au travers du prisme et la 
dispersion est énorme, et pratiquement le séjour dans une de ces 
radiations simples équivaut a l’obscurité. Il n’y a donc pas a s’étonner 
que l’on n’ait encore rien pu tirer de l’emploi du spectre. 

Nous pourrions insister davantage sur les conditions expérimentales 
d'une étude précise, mais nous en avons dit assez pour pouvoir aborder 
Vanalyse des mémoires signalés en téle de cetle revue. Celui de 
M. Janowski va tout de suite soulever une question de méthode. Ce 
savant a examiné l’action de la lumiére diffuse sur le bacille typhique. 
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M. Gaillard * avait vu ce bacille périr sous l’influence de la lumiére 
solaire; mais M. Janowski devait s’attendre, en affaiblissant la cause, 
a voir s’affaiblir l’effet, et a dd recourir, pour le manifester, a des 
différences dans la rapidité du développement. Pour les rendre encore 
plus marquées, ila fait entrer en jeu une nouvelle influence dépressive, 
en exposant la culture éclairée et celle qui ne l’était pas a une tempé- 
rature peu favorable: c’est la méthode que nous avons visée en commen- 
cant cette revue, et dont nous avonsindiqué les avantages et les incon- 
vénients. 

: Parmi les nombreuses expériences de M. Janowski, je n’en citerai 


qu’une qui les résume toutes. Un tube Pasteur & deux branches 
contient du bouillon ensemencé avec du bacille typhique. On assure 
_ VPégale répartition de la semence en faisant passer a plusieurs reprises 
ce liquide d’une branche dans l'autre. L’une des branches du tube est 
laissée nue; l’autreest recouverte de papier noir, puis au-dessus de papier- 
blanc, de facon a égaliser autant que possible les pouvoirs émissifs des 
deux branches et a assurer leur égalité de température. Avec cette 
précaution, on laréalisea un degré prés. En exposant ce tube devant une 
fenétre ne recevant jamais le soleil, on trouve que le bouillon de la 
branche recouverte se trouble toujours avant celui de la branche nue. 
On obtient les mémes résultats avec des cultures sur milieux solides. 
Les retards du développement dans la branche éclairée varient natu- 
rellement avec l’éclairement, la nature du milieu, et la température. 
Nous avions le droit de nous attendre a ces inégalités : mais elles se 
_ produisent toujours dans le méme sens, et de cela on est autorisé a 
~ conclure que méme la lumiére diffuse exerce une action dépressive sur 
le bacille typhique. 
Quant a la lumiére directe, son action est naturellement beaucoup 
_ plus vive. Dans des expériences de mai 1889, des tubes comme 
 ci-dessus, exposés au soleil, présentaient dans lear branche nue une 
_ température plus élevée que dans la branche couverte; mais la tempé- 
rature ne s'est jamais élevée dans aucune au-dessus du degré que 
peuvent supporter les bacilles typhiques dans le milieu ot ils étaient 
ensemencés. Les cultures, exposées chaque jour pendant 8 heures au 
soleil, étaient ensuite conservées dans la glace jusqu’au lendemain. 
Au bout de 6 48 heures d’exposition, on observait déja du trouble dans 
la branche couverte de papier, tandis que l’autre restait stérile, Cette 
stérilité pouvait tenir soit 4 ce que les bacilles avaient été tués, soit a 
ce que ce liquide avait été rendu chimiquement impropre aleur déve- 
loppement. Pour savoir & quoi s’en tenir sur ce sujet, il n’y avait qu’d 
- yelirer dela branche restée stérile une goutte pour l’ensemencer dans 
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1, De Vinfluence de la lumiére sur les microrganismes, Lyon, 1888. 
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un bouillon nutritif non insolé, puis A introduire dans cette branche 


une goutte du liquide de celle qui était peuplée. On constate ainsi que 
le liquide de la branche insolée est resté nutritif, tandis que les germes 
qu’on y trouve sont incapables de peupler un bouillon nouveau. Ils 
sont done morts, et c’est sur eux et non sur le bouillon,dit M. Janowski, 
‘que la lumiére a exercé son action nocive. La lumiére, dirons-nous, et 
peut-étre aussi un peu la chaleur. Il efit été sage de faire ce que 
M. Janowski a fait plus loin, de laisser les deux branches du tube plon- 
ger dans un bocal plein d’eau qui ett diminué l’action calorifique. 

On peut pourtant voir en gros, par cette méthode, quel est le temps 
nécessaire pour la destruction du bacille. Il ne parait pas pouvoir 
tomber au-dessous de 4 heures; il est d’ordinaire de 6 heures, ets’ éléve 
parfois 2 8 ou 10. M. Janowski opérait 4 Kiew, c’est-a-dire dans une 
région continentale, dans laquelle, d’aprés les constatations de 
M. Sawelieff, intensité calorifique des rayons solaires est un peu su- 
périeure a ce qu’elle est en France. 

Toutefois M. Janowski montre bien que ce n’est pas tant de 
chaleur qu’ils’agit que de rayons chimiques. Pour cela, il emploie la 
méthode des absorbants colorés, du bichromate de potasse, du brun de 
‘Bismarck, des couleurs d'aniline, et il trouve que celles de ces liqueurs 
qui préservent le plus longtemps du noircissement un papier sensible 
qu’elles abritent de la lumiére sont aussi celles qui préservent le mieux 
de la mort le bacille typhique. Il s’y développe plus vite a la lumiére 
diffuse, il y résiste a la lumiére direcle. La suppression des rayons 
chimiques équivaut donc a peu prés a Vobscurité, et voilé une notion 
qui corrobore tout ce que nous savions déja sur ce sujet. 


Il serait évidemment souhaitable de pouvoir faire un pas de plus, et 
de savoir quelle est la fonction physiologique atteinte par les rayons 
chimiques. Ces rayons n’agissent d’ordinaire qu’en mettant en jeu une 
action chimique, qui est le plus souvent un phénoméne d’oxydation. Ces 
phénoménes d’oxydation jouent a leur tour un rdle considérable dans 
la vie protoplasmique. Envisagée en gros, l’assimilation est une désoxy- 
dation, la désassimilation est une oxydation. Est-ce la premiére qui 
devient impossible ala lumiére, ou Ja seconde qui se trouve exaltée? 
Autant de questions qui se posent, et auxquelles les bacilles en général 
Semblent moins disposés 4 répondre que les mucédinées, qui vivent au 
conctact de l’air, respirent, prennent un poids notable, ont des tissus 
et des organes variés, etc. C’est a elles que s’est adressé M. Elfving, et 
ce qu'il a surtout étudié, c’est le cdté physiologique de Vaction de la 
lumiére. 

Un champignon microscopique peut construire ses tissus a l’aide 
de matériaux trés divers : sucres, acides fixes, peptones, albumines. 
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Chacun a ses préférences, et il est vain d'essayer de fixer une échelle 
des valeurs nutrilives de ces diversés substances ou de leurs combi- 
naisons ; mais de ce que, a l’aide de ces matériaux divers, les champi- 
gnons finissent par se faire toujours a peu prés les mémes tissus et les 
mémes organes, de ce qu’ils se font de la matiére azotée avec du sucre 
et de Pammoniaque, de la matiére hydrocarbonée avec de l’albumine 
ou des peptones, on peut conclure que le mode de synthése varie d’un 
milieu a l’autre, et qu’il n’est pas probable que la lumiére exerce la 
méme action sur ces procés synthétiques divers. Quels sont, s'est 
demandé M. Elfving, ceux qu'elle affecte de préférence ? 

C'est la premiére fois, & ma connaissance, que cette question est 
posée, et cela tient peut-étre 4 ce qu'elle ne semble pas trés facile 
a résoudre. Quand on veut ainsi faire varier le milieu nutritif d’un 
champignon, il ne peut plus étre question pour lui de bon terrain de 
culture, et par conséquent de constance des récoltes. Il faut se résoudre 
a des inégalités, dont on combattra le caractére décevant en multi- 
pliant les expériences, en mettant tous ses soins a réaliser l’égalité 
absolue dans les quantités de semence, et dans les conditions de culture 
ala lumiére et dans l’obscurité. M. Elfving y arrive en ensemencant ses 
liqueurs avec une émulsion trés homogéne de spores dans l’eau, en les 
acidulant pour éviter lintervention des bactéries, en faisant ses cul- 
tures dans des flacons d’Erlenmeyer fermés par un tampon de ouate, 
en évitant les différences de température par l’emploi de la lumiére 
diffuse, ou, quand il s’agissait de lumiére directe, par l'emploi d’un 
miroir, etc. Il a opéré sur deux espéces végétales, une Briarwa et un 
Penicillium glaucum dont il indique les caractéres et il a réussi a avoir, 
pour chacune des matiéres alimentaires mises en ceuvre, des poids de 
récolte variant au maximum dans des cultures paralléles dans le rap- 
port de 3 a 4, mais dont les variations sont d’ordinaire beaucoup plus 
faibles. 

Les matiéres alimentaires qu’ila essayées appartiennent a trois types, 
Vacide malique représentant les acides organiques, la dextrine repré- 
sentant les hydrates de carbone, et la peptone et Vasparagine 
représentant deux étages différents de Védifice des matiéres azotées. 
Les aliments minéraux étaient dans tous les cas les mémes, et suffi- 
samment abondants. On peut résumer en gros les résultats en disant 
que tant que les peptones ou V’asparagine figurent dans le milieu 
nutritif, qu’elles soient ou non associées a la dextrine, Vaction de la 
lumiére reste nulle ou insensible, c’est-a-dire qu’elle n’améne pas de 
variations supérieures A celles qui se produisent normalement entre 
deux cultures également traitées. Mais quand on ne donne a la mucé- 
dinée que de la dextrine, de la mannite ou de I’acide malique, le poids 
de récolte dans le matras éclairé 4 la lumiére diffuse est tout au plus 
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la moitié de ce qu’il est dans lobscurité. De plus, le Penicillium parait, f 
plus sensible & la lumiére que la Briarea. En diminuant la lumiere, — 
les différences signalées s’affaiblissent. Elles s’exagérent a la lumiere 
directe, et ici encore, par l'emploi des milieux absorbants, on constate 
que ce sont surtout les rayons chimiques qui interviennent. ' 
Sur quoi porte leur action? Est-ce de préférence sur les matieres 
hydrocarbonées de la vellule, ou sur son contenu azoté? On peut avoir 
un renseignement la-dessus en faisant un dosage d’azote sur les récoltes 
a Vobscurité et a la lumiére. On trouve ainsi que la plante a l’obscurité 
renferme toujours un peu moins d’azote que autre. En admettant 
que la composition: de la matiére azotée est la méme dans les deux 
cas, M. Elfving en tire la conclusion qu’il y a un peu plus de cellulose 
dans la plante cultivée 4 obscurité que dans l’autre. Cette conclusion 
est assez d’accord avec cette Joi, qui semble assez générale, que l’élon- 
‘gation des tissus et la formation de cellules nouvelles se font d’or- 


dinaire dans l’obscurité. Mais il faut étre prudent quand on veut : 
conclure de ces résultats analytiques aux phénomeénes vitaux de la 
cellule. M. Elfving fait remarquer lui-méme, conformément a ce que 
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javais vu pour les levures (ces Annales, t. ll, p. 423) quela richesse en 
azote de la Briarwa est maximum 4 lorigine de la culture, et va 
ensuite en décroissant. De 6,82 °/, le second jour, elle tombe a 4,57 °/, 
le sixieme. Je ferai voir bientot que le fait est général, mais que, pour 
Vinterpréter, il faut le rapprocher des variations de poids de la récolte — 
qui ne reste pas constant lui-méme; toutefois, comme c’est la un point 
que M. Elfving n’a pas visé, nous le laisserons de coté pour le moment. _ 

Un autre fait est a noter dans les intéressants résultats de 
M. Elfving: c’est lorsqu’on offre a la fois a la plante un aliment hydro- 
carboné (dextrose) et un aliment azoté (peptone), que le poids de récolte _ 
est le plus considérable pour une méme durée de Ja culture. Vient ‘ 
ensuite la récolte en présence du dextrose seul, puis, la culture en — 
présence de la peptone seule. Cela veut dire que la plante, qui s’ac- 
comode trés bien d’une nourriture compléte, a pourtant plus de 
peine a tirer de la peptone ses hydrates de carbone qu’a se constituer 
par synthése sa matieére azotée aux dépens des nitrates et des sels 
ammoniacaux de la liqueur, quand on ne lui donne pas d’autre ali- 
ment hydrocarboné que de la dextrose. C’est pourtant dans ce dernier _ 
mode de nutrition que Vaction retardatrice de la lumiére est le 
plus manifeste. Sur quoi s’exerce-t-elle? Il semble difficile de dire 
que cest sur la synthése qui aboutit a la formation de celluloses, 
car elle devrait alors se manifester encore avec plus d’intensité 
dans les cultures en présence de dextrose et de peptone, ot la 
récolte est plus copieuse et la création de cellulose beaucoup plus 7 
aclive. Il est plus naturel de conclure que ce qu’elle entrave est la 
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synthése du protoplasma azoté, puisque la culture qui en éprouve 

le plus l'influence est précisément celle dans laquelle V’aliment azoté 
 fourni est le plus éloigné de ce qu’il doit devenir dans la plante 
vivante. Cette formation protoplasmique génée dans son évolution, la 
multiplication cellulaire se trouve alteinte, et on se trouve ramené 
_ pour ces plantes inférieures 4 des vues analogues a celles que Sachs 
développait en 1865, lorsqwil faisait remarquer que si l’assimilation 
chlorophyllienne se faisait surtout au soleil, les partics de la plante qui. 
_ président a la multiplication cellulaire (cambium, bourgeons, etc), cher- 
_-chent l’obscurité. A quoi il faut joindre ce que nous disions plus haut, 
que cette localisation des fonctions dans Ja plante s’accompagne d’une 

- localisation dans le temps, s’il est vrai que la formation de matériaux 
4 nutritifs se fasse surtout le jour et la formation de cellules nouvelles la 
nuit. 

_ Nous allons trouver une preuve nouyelle en faveur de cette inter- 
: prétation, si nous examinons V’influence de la lumiére sur la respiration 
4 de la plante. Il est clair que ce n’est pas pendant la période d’état de 
_ la plante, lorsqu’elle a poussé, qu'elle est adulte, ne se multiplie 
4 gueére, et vit surtout aux dépens de ses réserves, que nous devrons nous 
attendre a voir sa respiration varier beaucoup d’intensité suivant 
_ quelle est dans lobscurité et a lalumiére. Dans une série d’expériences 
—trés soignées, et dans lesquelles ils’est appliqué a éviter toute élévation 
de température sous l'influence de l’action lumineuse, M. Elfving a 
trouvé que la quantité d’acide carbonique émis par sa Briaraa étail 
a trés peu prés la méme a la lumiére et a l’obscurité. En changeant la 
nature de l’aliment, en remplagant la Briarxa par des Aspergillus, 
un Penicillum, le résultat restait le méme. M. Elfving ne veut pas dire 
_ qu’il n’y avait pas de variations, mais seulement que ces variations ne 
_ dépassaient pas celles qui pouvaient se produire dans deux essais 
- paralléles ou consécutifs sur une méme plante cultivée dans un méme 
milieu. 

, Ce fait bien observé est en contradiction avee une conclusion de 
MM. Bonnier et Mangin qui, dans leur travail sur la respiration des 
végélaux (Ann. des Sc. nat., sér. VI, Bot., t. XVII, 1884), ont vu la 

Jumiére diminuer trés sensiblement la quantité d’acide carbonique 

émise par des plantes sans chlorophylle. Mais cela tenait sans doute a 

ce que les plantes sur lesquelles ils ont opéré étaient encore a l'état de 

croissance, car quand on cherche, comme l’a fait M. Elfving, l’influence 
de la lumiére sur l’expiration d’acide carbonique pendant le dévelop- 
- pementde la culture, on trouve qu’ily a toujours moins d’acide produit 
ala lumiére qu’a lobscurité. Mais 1a encore il faut bien s'entendre, 
el on peut pousser la déduction un peu plus que ne semble vouloir le 
faire M. ifving. L’effet produit sur Vexcrétion d’acide carbonique 
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marche parallélement a l’effet produit sur Ja synthése organique, et si — 
dans certains milieux, par exemple lorsqu’on ne lui donne comme — 
aliments que des sels minéraux et de la dextrose, la plante donne — 
moins d’acide carbonique a Ja lumiére qu’a Vobscurité, c’est surtout — 
qu’elle est moins abondante dans le premier cas. Autant qu’on peut le 7 
voir par les nombres donnés par M. Elfving, son activité respiratoire, — 
par unité de poids, est 4 peu prés la méme dans les deux cas. Sil y a 
des différences, ce qui semble probable a Bia elles sont faibles et 
échappent au procédé de mesure. 

Concluons donc de ce qui précéde que, au moins lane les cas 
étudiés, cen’est pas sur les tissus déja formés de la plante quel’action 
de la lumiére est la plus sensible, c’est sur les tissus en voie de formation 
ouplutdét sur la création de la matiére protoplasmique destinéea présider 
a ces néoformations qu’elle se fait sentir. Cette conclusion est d’accord 
avec ce que nous savons sur le monde des microbes proprement dits, 
sur la résistance des spores, et la sensibilité toute particuliére des ¥ 
cellules jeunes et nouvellement formées. 

Que cette action lumineuse, s’exercant sur un protophisae trés 
vivant, et encore mal protégé par ses enveloppes, y améne des oxyda- 
tions intérieures ou extérieures, se produisant sous Jl’influence de 
Voxygéne de lair ou de celui qui est déja combiné dans les tissus, ce 
n'est encore la qu’une hypothése, mais une hypothese trés probable, et — 
quia pour elle de rassembler dans un cadre commun les cas ot la 
stérililé au soleil est due 4 une transformation dans le liquide nutritif 
et ceux ot elle est due a une action sur le microbe. Ces modifications 
amenées dans Je protoplasma de la plante n’aboutissent d’ailleurs pas 
nécessairement 4 sa mort. Elles peuvent aussi, on le sait maintenant, — 
le modifier de fagon 4 changer le mode de prolifération de la plante et 
ses allures physiologiques. Les lecteurs des Annales se rappellent les 
curieux résultats de M. Laurent sur ce sujet. M. Elfving apporte a cette — 
question une contribution nouvelle des plus intéressantes en montrant 
que, sous l’action de la lumiére, on peut produire au moyen d'une espéce 
d’Eurotium trois races de Levures, ou plutdt de ce que M. Laurent a 
appelé Formes-Levures, différentes les unes des autres par leurscarac- 
téres, leur mode de culture el de prolifération. Mais ceci nous ferait S 
aborder un autre sujet, l’étude des variations morphologiques ges a 
par la lumiére. Ce sera l’objet d’une revue prochaine. if 
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Garrky et Paak. Contribution a I’étude des empoisonnements par le 


saucisson et la viande. Arbeiten aus dem Kaiserl. Gesundh, t. VI, 
fasc. 2. 


Plusieurs cas d’empoisonnement, constatés au mois d’octobre 1885 
dans le district prussien de Roebrsdorf et ses environs, ont conduit a une 
enquéte judiciaire contre le boucher de chevaux qui a vendu aux 
ouvriers de ce pays de la viande de cheval, du saucisson et du foie 
gatés. Il n’y avait pas de doute que ce ne fussent surtout Jes saucissons 
qui avaient été Ja cause de l’empoisonnement. La durée de l’incuba- 
tion était dans la plupart des cas de 12 a 24 heures, mais dans quelques 
cas elle était encore plus courte, de 6 a 1 heure. La maladie se mani- 

festa par des frissons, de la céphalalgie, des malaises, douleurs d’ab- 
domen, anorexie, borborygmes dans l’abdomen et surtout par une 
forte diarrhée et un sentiment d’excessive faiblesse, qui durérent 
méme aprés la disparition de tous les autres symptémes; chez beau- 
coup de malades, il y eut des tremblements dans les membres, du 
vertige, de la soif, une sensation de chaleur et chez quelques-uns de la 
fiévre intense (T. 40°). 

Des saucissons saisis dans la maison du boucher furent envoyés a 
l'Office sanitaire impérial de Berlin, ou ils ont été soumis a un examen 
bactériologique par MM. Gaffky et Paak. L’isolement des colonies sur 
plaques de gélatine ne réussit pas 4 cause de la présence d’un certain 

 organisme protéiforme qui envahissait rapidement le milieu et liqué- 
fiait la gélatine. 

On fit trois séries d’expériences sur des animaux. Dans la premiére, 
on prépara un extrait aqueux du saucisson, et on en injecta 1/2 centi- 
- métre cube sous la peau d’un lapin et d’un cobaye, et deux gouttes 
sous la peau d’un rat, 

Le lendemain on remarqua chez Je lapin : de la diarrhée, manque 
d’appétit, poils hérissés. Mort aprés 4 jours. Autopsie : cedéme du tissu 
cellulaire sous-cutané autour du point d’injection, péritonite exsu- 
dative. Examens microscopiques : autour du point de l injection, 
nombreux bacilles courts et étroils; dans les organes internes, pas de 
bacilles. Sur les plaques de gélatine faites avec du liquide de l’cedéme 
et avec la pulpe de la rate, on trouva des colonies des mémes bacilles. 
Au contraire, dans des coupes de la rate et du foie on n’a pas trouvé 
de bacilles. 

Chez le cobaye, le lendemain de l’injection : élévation de la tempé- 
rature, sensjbilité excessive au toucher, amaigrissement, forte diar- 
rhée. Mort aprés 14 jours. Autopsie : rougeur de V’intestin gréle, 

ol 
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muqueuse intestinale tuméfiée, ulcération du foie, péritonite exsuda 
tive. Dans ta rate, les poumons, le foie, les glandes lactiféres, beau- 
coup de bacilles tout a fait identiq ues a ceux trouvés chez le lapin. 

Chez le rat, le lendemain de l’injection: abattement, manque d’ap- 
pétit, paupiéres collées comme dans la septicémie des rats, poils héris- 
sés. Autopsie : péritonite exsudative. Dans l’exsudat sur le péritoine, 
les mémes bacilles, ainsi que dans la rate et les autres organes 
internes. 

Dans la deuxiéme série d’expériences on introduisit de petils mor- 
ceaux du saucisson sous la peau d’un lJapin, d'un cobaye et d’un rat. 
Tous les animaux se rétablirent aprés des symptomes morbides plus ou 
moins graves. 

Dans la troisiéme série d’expériences on donna a manger quelques 
morceaux du saucisson 4 deux rats. Un est mort le lendemain sans 
cause connue; l’autre a montré huit jours aprés : abattement, les yeux 
collés; mort au dixiéme jour. Autopsie : rougeur de l’intestin gréle et 
tuméfaction de la muqueuse intestinale. Les plaques de gélatine, faites 
avec le lissu du poumon, du foie, le sang du cceur et le contenu de 
Vintestin donnérent des bacilles tout a fait identiques a ceux de la 
premiére série. 

Les bacilles ont une longueur ceux fois plus, grande que leur lar- 
geur; leurs bouts sont arrondis et parfois en forme de lancette ; trés 
souvent on voit deux bacilles attachés l’un a l’autre, parfois ils for- 
ment une espéce de fils plus longs; ils sont en général, dans les mémes 
conditions de culture, d’un tiers plus petits que les microbes de la fiévre 
typhoide : ils se colorent seulement par eau anilinée. Pour étudier la 
mobilité des bacilles il faut une culture de bouillon jeune. Les plus 
courts font des mouvements vifs, ondulent sans se déplacer beaucoup, 
les plus longs en forme de fils, qui ne sont pas nombreux, se meuvent 
dans une direction déterminée. Sur gélatine ils forment des colonies 
rappelant celles des bacilles de Ja fiévre typhoide. Le bouillon pepto- 
nisé neutre ou faiblement alcalin pee aie les meilleures conditions 


de développement. 


Les bacilles sont des anaérobies facultatifs, Jeurs colonies se déve- 7 


loppent aussi bien dans les couches orotondes de Ja gélatine que dans 
les couches superficielles. La température la plus favorable a leur 


développement est celle du corps, mais ils croissent aussi a des tempé- | 


ratures plus basses. On n’a pas remarqué la formation de spores. 

Des cultures pures, préparées avec les organes des animaux morts, 
se sont montrées virulentes pour les lapins, les cobayes, les rats et 
autres animaux. L’introduction des cultures pures par la voie digestive 


produisait des symptOmes trés graves surtout chez les rats, les cobayes — 


el les singes; au contraire, le chien, le chat et le cochon n’en souf- 


Leif pains, 


vi t presque pas. Chez les rats et les cobayes, la durée de Vineuba- 
- tion fut en général de 2.4 4 ow 5 jours. La durée de Pincubation chez 
deux singes, qui mangérent dela culture pure avec des aliments, fut de 
2h heures; tous les deux moururent aprés une maladie qui se mani- 
festa par ies sympltomes analogues A ceux observés chez les malades 
de Roebrsdorf (forte diarrhée, excessive faiblesse, etc.). BY, 

_ La culture stérilisée par ie chaleur ne produisit aucun effet. On 
n/a pas trouvé de poisons chimiques. 
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4. La colonne A comprend les personnes mordues par des animaux dont la 
rage est reconnue expérimentalement; Ja colonne B celles mordues par des ani- 
maux reconnus enragés a l’examen vétérinaire; la colonne C les personnes mordues 
par des animaux suspects de rage. 


Les animaux mordeurs ont été : chiens, 66 fois; chats, 
25 fois; vache, 1 fois ; truie, 1 fois. 
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